

























Que  Don  Ricardo  Ramires  Fernández,  Licenciado  en  Biología  por  la  Universidade  Católica  de 
Pelotas  ‐  Brasil,  ha  realizado  la  presente  Tesis  Doctoral  “Perfiles  de  expresión  génica  de  los 
tumores  de  mama  hereditarios”  y  que  a  su  juicio  reúne  plenamente  todos  los  requisitos 
necesarios para optar al Grado de Doctor en Biología Molecular, a cuyos efectos será presentado 
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ESTA  TESIS  DOCTORAL  HA  SIDO  REALIZADA  EN EL  GRUPO  DE  GENÉTICA  HUMANA  DEL  
PROGRAMA DE  GENÉTICA  DEL  CÁNCER  HUMANO DEL CENTRO  NACIONAL DE  
INVESTIGACIONES  ONCOLÓGICAS  (CNIO),  BAJO  LA  SUPERVISIÓN  DE  JAVIER  BENÍTEZ  




























  Cuando decidi  comenzar a  componer esta parte de mi  tesis, probablemente ni hubiera 
empezado mi período de formación universitária, pero algo ya me decía que serían muchas líneas, 
muchos nombres y mucho que agradecer y recordar. 
É  extremamente  fácil  começar,  porém,  não  o  é  acabar‐lo.  Pai  e  mãe:  vocês  que 









falar  de  meu  irmão  de  sangue.  Mano,  quanto  aprendi  contigo  e,  sobretudo,  quanto  sigo 







de  aprender mais  sobre nós mesmos, de  se  importar mais  com os outros, de  rir mais do que 
ríamos,  de  realizar mais  do  que  pensávamos  ser  possível,  de  ser mais  do  que  éramos  antes. 



















que  denominados  Ele,  o meu muito  obrigado  e muitas  saudades.  Pessoas  importantes  foram 
muitas e infelizmente poucas poderei nomear aqui. Lucinha, Cacaio, Carlos e Cadico, como não se 






Grupo  Jovem,  trabalhos de grupo, estudos do  “Provão”, alguma vez ou outra no CTG e muitas 
caipirinhas.  Sergio, Valéria, Marcos, Mateus, Bruna, Vó  e Marcia,  vocês  são outra  família  para 


















little alien  fora das  fronteiras. Resumindo, dizem que  é medíocre o  aluno que não  supera  seu 
professor; dado o panorama, vejo complicado que o consiga. Obrigado, mestres! 
Por  fin, y  tras una pequeña vuelta al mundo,  llego al CNIO el 2004 como estudiante de 
verano  y  fui  acogido  como  el  brasileño  atípico  que,  aunque  con  nivel  ‐1  de  castellano,  me 
sobraban sonrisas dado que no me enteraba de mucho. En el mismo año vuelvo a Brasil, concluyo 
la carrera y una vez más, regreso al CNIO, pero ahora con la incumbencia de una tesis doctoral por 







(Pijow),  Antonio  (Moi)  y  Josué  (el Wey).  ¿Se  podría  tener  una  convivencia mejor?  Fuisteis mi 




compartir  las  fajitas  que  tan  bien  las  sabes  hacer.  A  Sergio,  no  tengo  nada  qué  decir,  la 
Nochebuena Murciana  dejó muy  claro  lo  grande  que  sois  en  la  familia Hernández  y  que  será, 
siempre, mi  familia española. El piso bananero  se  remodeló, unos  se  fueron, otros  llegaron. La 
piernas, la Chaky – una de las pocas personas que son capaces de sacar lo bueno donde lo haya y 
contagia,  gracias  Chaky  por  estos  años  de  convivencia  y  por  tu  cariño  que  siempre  me  has 
demostrado; luego el gringo loco, el encanto, Fábian (bananas)…ainda lembras de quantas vezes 
comemoramos  teu aniversário? Com quantas  caipirinhas? Ai mano, aprendi muito  contigo, me 
fizeste ver a vida de uma maneira mais simples, singela e melhor. Nossas conversas de bar foram 





al principio de  la  caminata  y que,  al día de hoy,  lo  siguen  siendo  con nuestras  conversaciones 




como yo  te conocí. Fui más allá de  lo que aparentas, de  lo que dices y  llegué a  lo que sientes. 





etílica? Vaya,  Lorena! Tu  alegría  y disposición para  ayudar  y  celebrar pequeños momentos me 
harán  falta en Copenhague. Los días – y noches en Rio de  Janeiro y en Pelotas  (ciudad)  fueron 
inolvidables  y esté  segura de que eres una Ramires – por  lo menos para mis padres  y para  la 
abuela.  Fran,  Jarek,  Paola,  Ariel,  Pimenta,  Tuts,  Tiago, Gustavo,  qué  ánimos  y  qué marcha!  El 
Maestro  y  la Profesora me mostraron  lo bien que  se puede pasar uno  en  la mejor  ciudad del 
mundo! Why not? Gracias  Javi Martín por el apoyo  y por  los mensajes  inigualables – haremos 
transgénicos en Brasil! Sil Mouron, mi compañera de  las milongas porteñas y con que tanto me 
enseñó a  seguir en este mundo  científico.  Las  tardes  y noches de  La  Latina  son  inolvidables  y, 




















A  todos  aquellos  que  de  manera  incógnita  facilitan  nuestro  trabajo  en  el  CNIO, 
muchísimas  gracias.  A  veces  no  valoramos  el  hecho  de  tener  limpio  el  laboratorio,  vacías  las 
papeleras, ordenadores puestos  y proyectores  configurados, pero  grandes profesionales hacen 
con que esta red compleja de interacciones funcione de manera robusta. A mis grandes amigas de 
la  cafetería  CNIO,  gracias  por  haberme  apoyado  a  lo  largo  de  estos  años,  de  los  desayunos 












bailoteo, de  las  famosas barbacoas, de  las broncas de madre, de hermana  (menor) y, como no, 
amiga. Has aguantado  todas  las  fases de este adulto  joven, aún cuando mezclava  rasgos de un 
adolescente que acababa de dejar sus pañales  familiares. Tuviste  la paciencia y  la sinceridad de 
decirme lo que había que ser dicho y, al día de hoy, me queda decir que estás leyendo tu segunda 
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Figura suplementaria S1. Agrupamiento jerárquico no‐supervisado de los tumores BRCA1 ESR1‐negativos y 
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A lo largo del texto de la presente tesis, el lector podrá encontrar una serie de anglicismos 
que hemos utilizado por  su uso  regular en el argot científico,  si bien algunos de ellos no están 

























































































































































































known about  the molecular classification of  familial breast  tumors and only a couple of papers 
have  come  out  describing,  superficially,  their  molecular  behavior.  With  the  aim  of  better 
understanding  the molecular alterations present  in  this group of  tumors, we have used a cDNA 
microarray  containing  genes  related  to  tumorigenesis  and  analyzed  a  series  of  50  tumors 
consisting of 14 BRCA1, 14 BRCAX and 22 sporadic. 
We  have  described molecular  signatures  that  define  two  BRCA1  subclasses  depending  on  the 
expression  of  the  gene  encoding  for  estrogen  receptor,  ESR1.  Signatures  were  found  to  be 
molecularly  associated  with  different  biological  processes  and  transcriptional  regulatory 
programs.  The  signature  of  ESR1‐positive  tumors  was  mainly  linked  to  cell  proliferation  and 
regulated by ER, while the signature of ESR1‐negative tumors was mainly  linked to  the  immune 
response and possibly regulated by transcription factors of the REL/NFκB family. These signatures 
were  then  verified  in  an  independent  series  of  familial  and  sporadic  breast  tumors,  which 
revealed  a  possible  prognostic  valor  for  each  subclass.  Over‐expression  of  immune  response 
genes appears  to be a  common  feature of ER‐negative  sporadic and  familial breast  cancer and 
may  be  associated  with  good  prognosis.  Interestingly,  the  ESR1‐negative  tumors  were  sub‐
stratified  into  two  groups  presenting  light  differences  in  the magnitude  of  the  expression  of 
immune response  transcripts and REL/NFκB  transcription  factors, which could be dependent on 
the type of BRCA1 germline mutation. 
On  the other hand, we have  confirmed  that  the BRCAX  tumors are heterogeneous and  can be 
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respectively, taking into account the intrinsic phenotypes defined for the sporadic breast tumors. 
We  have  found  that,  at  the  somatic  level,  the  BRCAX‐B  tumors  are  identical  to  their  sporadic 
Luminal B counterparts, while BRCAX‐A, despite having a  luminal A phenotype, show additional 
genomic  alterations  that  could  be  reflecting  a more  specific  germ‐line  alteration. With  these 
findings,  we  have  established  The  BRCAX  Susceptibility  Pathway,  comprising  twenty‐one  de‐
regulated genes that, somehow, could give us a clue of where to look for susceptibility genes that 
can explain the tumorigenesis of this group. 




El cáncer de mama  familiar  representa un 5‐10% de  todos  los casos de  tumores mamarios. De 
esos, un 20% se atribuye a mutaciones en los genes de alta‐susceptibilidad BRCA1 y BRCA2. Hasta 
el momento,  ningún  otro  gen  de  alto  riesgo,  específicamente  involucrado  en  el  síndrome  de 
cáncer  de mama  y  ovario  ha  sido  identificado  explicando  los  casos  remanecientes  (llamados 
BRCAX). 
La caracterización del  tejido  tumoral de  los pacientes es una  importante  fuente de  información 




embargo  se  sabe mucho menos  acerca  de  la  clasificación  tumoral  de  los  tumores  de  mama 
hereditarios  y  solamente  se  han  publicado  dos  artículos  describiendo,  superficialmente,  el 
comportamiento  molecular  de  los  tumores  BRCA1,  BRCA2  y  BRCAX.  Con  el  objetivo  de 
comprender mejor  las alteraciones moleculares presentadas por este hrupo de tumores, hemos 
utilizado  un  array  de  ADNc  que  contiene  genes  relacionados  con  la  tumorigenesis  y  hemos 
analizado una serie de 50 tumores: 14 BRCA1, 14 BRCAX y 22 esporádicos. 
Dentro  de  los  tumores  BRCA1  hemos  descrito  firmas moleculares  que  definen  dos  sub‐clases 
dependiendo de  la  expresión del  gen que  codifica para el  receptor de estrógenos, ESR1. Estas 
firmas  moleculares  parecen  asociarse  a  distintos  procesos  biológicos  y  programas 
transcripcionalmente  regulados.  La  firma molecular ESR1‐positiva  se encuentra principalmente, 
English Abstract/Resumen 
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conectada a proliferación celular regulada por RE, mientras que la firma molecular ESR1‐negativa 
mayoritariamente se correlacionaba a  la respuesta  inmune, posiblemente regulada por  factores 
de transcripción de la familia REL/NFkB. 
Estas  firmas moleculares  fueron  examinadas  en  series  independientes de  tumores  familiares  y 
esporádicos, lo que reveló un posible valor pronóstico para cada sub‐clase. La sobre‐expresión de 
genes de  la  respuesta  inmune parece  ser una  característica  común del  cáncer de mama  tanto 
esporádico como familiar RE‐negativo y puede asociarse a un pronóstico favorable. Los tumores 
ESR1‐negativos  fueron  sub‐estratificados en dos grupos, que presentaban pequeñas diferencias 
en  la magnitud  de  de  expresión  de  transcritos  de  la  respuesta  inmune  y  de  los  factores  de 
transcripción  REL/NFkB,  que  podría  ser  dependiente  del  tipo  de mutación  germinal  en  el  gen 
BRCA1. 
En cuanto a los tumores BRCAX,  hemos confirmado que representan un grupo heterogéneo y se 
pueden  dividir  en  al  menos  dos  sub‐grupos  principales,  llamados  BRCAX‐A  y  BRCAX‐B, 
distinguibles  transcripcionalmente y con distintas vías de señalización alteradas en cada uno de 
los grupos. Hemos visto que BRCAX‐A y BRCAX‐B se pueden clasificar como Luminal A y Luminal B, 
respectivamente,  teniendo  en  cuenta  los  fenotipos  moleculares  definidos  para  los  tumores 
esporádicos. Observamos también que a un nivel somático, los tumores BRCAX‐B son idénticos a 
los esporádicos Luminales B, mientras que los tumores BRCAX‐A muestran alteraciones genómicas 
adicionales  que  pueden  estar  reflejando  una  alteración  germinal  más  específica.  Con  estos 
hallazgos  hemos  establecido  “La  Vía  de  Susceptibilidad  BRCAX”  que  contiene  veintiún  genes 
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1.  GENERALIDADES  DEL CÁNCER  DE  MAMA 
1.1.  EPIDEMIOLOGÍA 
El cáncer de mama es  la neoplasia más  frecuente en mujeres occidentales y  la primera 
causa de muerte por cáncer en  las mismas. Su  incidencia ha aumentado de manera progresiva 
desde  los años 70 y 80, debido probablemente al envejecimiento de  la población en  los países 
desarrollados  y  al  diagnóstico  precoz  de  la  enfermedad86,  104.  Según  el  Registro  de  Cáncer  de 
Mama  de  California,    E.E.U.U.,  la  tasa  de  mortalidad  decrece  a  un  ritmo  de  2,5%  cada  año 
posiblemente gracias a  los programas de detección precoz, mayor  concienciación  y una mayor 
eficacia terapéutica. 
En España, se estima que las mujeres tienen un riesgo del 5% de padecer cáncer de mama 
antes  de  los  70  años,  diagnosticándose  aproximadamente  16.000  nuevos  casos  al  año  y 
presentando  una  tasa  de mortalidad  de  alrededor  del  16,7%  de  las muertes  por  cáncer  en  la 




1.2.  FACTORES  DE  RIESGO  
En  el  desarrollo  del  cáncer  de mama  influyen  distintos  factores  de  riesgo  genéticos  y 
ambientales.  La  menarquia  precoz,  menopausia  tardía,  nuliparidad,  o  edad  avanzada  en  la 
primera gestación,  son algunos de  los  factores de  riesgo establecidos,  todos ellos  relacionados 
con  una  exposición  prolongada  de  la  glándula  mamaria  a  los  estrógenos  circulantes.  Se  han 






que  varía  entre  el 40%  y  el 85% dependiendo de  la población  estudiada26,  43,  135.  En población 
española, este riesgo se ha estimado en un 52% [95% IC, 26‐69%] para portadoras de mutación en 
BRCA1  y 47%  (95%  IC, 29‐60%) para BRCA2116. Mutaciones en  genes  como TP53, ATM o PTEN 
Introducción 
 







surge  a  partir  de  distintos  estadios  intermedios  hiperplásicos  (con  o  sin  atipia)  y  neoplásico 
(carcinoma  in situ) (Figura 1). A diferencia del cáncer de colon176, en el cáncer de mama es difícil 
delinear  las alteraciones genéticas que  llevan de  la  lesión precursora al  carcinoma, debido a  la 
diversidad morfológica de  las  lesiones pre‐invasivas. Además,  la heterogeneidad del  tejido  con 
grasa,  sangre,  vasos  linfáticos  y  células  inflamatorias  próximas  a  las  unidades  ducto‐lobulares 
suponen  una mayor  posibilidad  de  contaminación  de  cara  al  análisis  genético  de  estas micro‐
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1.4.  TIPOS  HISTOLÓGICOS 
Se  suelen  diferenciar,  básicamente,  dos  tipos  de  carcinomas  de mama  intra‐epiteliales 
basándose en  la distribución anatómica de  las  lesiones en  la estructura ducto‐lobulillar así como 
en su patrón de crecimiento y aspectos citológicos. Dada la diversidad histológica encontrada en 
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La  clasificación  histológica  de  este  tipo  de  carcinoma  se  ha  basado  en  su  patrón 
arquitectural  de  crecimiento,  dividiéndolos  en  sólido,  comedo,  cribiforme,  papilar  y  variantes 
adherentes. Sin embargo, ya se considera que la diferenciación nuclear de las células tumorales es 
más  importante que  la arquitectura  tumoral    y, de  ahí,  las distintas  clasificaciones propuestas. 
Como  norma  general,  se  estratifican  los  CDIS  como  bien  diferenciados,  medianamente 
diferenciados y   poco diferenciados. La mayoría de  las clasificaciones  tiene en cuenta  tanto  los 
aspectos nucleares  como arquitecturales, mientras que otras evalúan, además,  la presencia de 
necrosis. El CDI es la forma infiltrante del carcinoma ductal, la variedad más frecuente de cáncer 
de mama.  En  él  las  células  neoplásicas  tienen  su  origen  en  el  epitelio  que  cubre  los  ductos 















puede ser  in situ  (CLIS) o  invasivo.   Dado que el Carcinoma Lobulillar  in situ  (CLIS) es una  lesión 
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calcificaciones, adenosis, hiperplasia y tanto ductos como lobulillos atróficos. Un estudio realizado 
en  el  año  2004  revela  que  en  biopsias  realizadas  en  pacientes  estadounidenses  con  edad 
comprendida entre 70 y 79 años, el CLIS representó hasta un 6% de los carcinomas in situ40. 
En  la  forma  típica  lobulillar,  una  población  de  células  neoplásicas  sustituye  al  epitelio 









malignos  invasivos  y  tiende  a  ser más  frecuente  en mujeres  entre 45  y 55  años de  edad. Con 
frecuencia,  el  carcinoma  lobulillar  infiltrante  puede  encontrarse  en  más  de  una  región  de  la 
misma mama (multicéntrico) o bien en ambas (bilateral)29. 
 
1.4.3.  OTROS  TIPOS  MENOS  FRECUENTES  
Como se menciona en el apartado anterior, nosotros nos hemos centrado en el estudio de 
los carcinomas ductales y lobulillares dado lo que son los que tenemos representados en nuestra 





neuroendocrinos),  carcinoma  papilar  invasivo  (carcinoma  con  clara  configuración  papilar), 
carcinoma  aprocrino  (un  tipo  de  carcinoma  invasivo  con  diferenciación  apocrina  prominente), 
carcinoma  secretor  (presentan  secreción abundante  tanto extra  como  intracelular de aparición 
temprana),  carcinoma  cístico  adenoide  (carcinoma  de  baja  malignidad  mayoritariamente 
nodular),  carcinoma  medular  (morfología  anaplásica  y  poco  agresivo),  carcinoma  metaplásico 
Introducción 
 
48 | P á g i n a  
 




La mamografía  sigue  siendo hoy en día  la prueba más utilizada para el diagnóstico del 
cáncer de mama y la utilizada como método de cribado poblacional. Las campañas de cribado que 





mamografías  anuales.  Sin  embargo, mujeres  con parientes pos menopáusicas de primer  grado 
diagnosticados con cáncer de mama deberían iniciar la prevención 10 años antes de la población 
general180  
Por  otro  lado,  la mamografía  no  es  capaz  de  detectar  todos  los  posibles  tumores  de 
mama.  El  rango  de  falsos  negativos  en  las  mamografías  varía  entre  4–34%,  con  lo  cual  un 
diagnóstico de cáncer de mama no está excluido por un mamograma negativo. En presencia de 
alguna  anormalidad,  las  pruebas  diagnósticas  incluyen  ecografía  de  un  hallazgo mamográfico, 
anormalidad  palpable  o  sitio  de  dolor.  Algunos  métodos  diagnósticos  como  la  ecografía  3D, 
permiten ver zonas muy heterogéneas en las cuales un estudio histológico ecoguiado, permite el 
diagnóstico de hiperplasia ductal atípica o carcinoma intraductal en un porcentaje importante de 





1.6.  PRONÓSTICO  Y  TRATAMIENTO  
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La  identificación  de  marcadores  moleculares  con  significado  pronóstico  ayuda  a  los 
pacientes a evitar tratamientos que, posiblemente, no presentarán efectividad. Estudios clínicos 
mostraron  que  combinando,  por  ejemplo,  quimioterapia  adyuvante  al  tamoxifeno  en  el 
tratamiento  de  cáncer  de  mama  hormono‐positivo  y  linfonodo‐negativo  incrementa  la 
supervivenvia. No  obstante,  las  pacientes  tratadas  únicamente  con  tamoxifeno  presentan  una 
probabilidad  de  recurrencia  a  los  10  años  de  tan  solo  15%.  Eso  sugiere  que  un  85%  de  los 
pacientes recibirían quimioterapia citotóxica sin que esta agregue ningún valor terapéutico107, 130, 
143, 148. 
Concomitantemente,  la  tecnología de  los microarrays de expresión permitió desarrollar 
herramientas  precisas  y  fiables  con  la  finalidad  de  delimitar  la  evolución  de  los  pacientes  con 
cáncer  de  mama.  De  varias  herramientas  que  surgieron  a  lo  largo  de  los  últimos  años,  el 
MammaPrint es el más reconocimiento recibió dada su aprobación por  la federación americana. 
Se  basa  en  la  expresión  de  70  genes  involucrados  en  procesos  de  proliferación  y metástasis 
tumoral,  estratificando  los  pacientes  con  buen  o mal  pronóstico.  Esta micromatriz  ya  es  una 
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2.  CÁNCER  DE  MAMA  HEREDITARIO 
2.1.  ANTECEDENTES 
La mayoría de los casos de cáncer de mama son esporádicos, pero entre un 5%‐10% de los 
casos  son  de  tipo  familiar  y  se  atribuyen  a  la  herencia  de  mutaciones  en  varios  genes  de 
susceptibilidad106,  140.  Las  principales  características  del  cáncer  de  mama  familiar  son  una 
incidencia  insualmente  elevada  de  esta  enfermedad  en  una  familia,  una  edad  temprana  de 












2.2.  GENES  DE  ALTA  SUSCEPTIBILIDAD:  BRCA1  Y  BRCA2 
 
2.2.1.  IDENTIFICACIÓN DE  LOS  GENES  
En  1990,  el  primer  gen  de  susceptibilidad  al  cáncer  de mama,  BRCA1,  fue  localizado 
mediante  análisis  de  ligamiento  en  el  cromosoma  17q2156.  En  1995  se  demostró  que  varias 
familias con cáncer de mama y ovario presentaban  ligamiento con el mismo  locus121. BRCA1 fue 
aislado en 1994 utilizando  la técnica de clonaje posicional115. En  los primeros estudios se estimó 










los casos de cáncer de mama familiar y que estaría  implicado en  los casos en  los que aparecían 
varones afectos164. 









transcriben un ARN mensajero  (ARNm) de 7.173 pares de bases  (pb) de  longitud. Del  total de 
exones, 22 codifican una proteína de 1.863 aminoácidos. La estructura de BRCA1 es  inusual ya 
que  el  tamaño  medio  de  los  exones  es  de  140  pares  de  bases,  excepto  el  del  exón  11,  de 
aproximadamente  3.500  pb,  que  constituye  casi  el  60%  de  la  región  codificante.  La  proteína 
BRCA1 posee varios dominios  funcionales por  los que  interacciona con multitud de proteínas y 













5.000  pb.  La  proteína  BRCA2  solo  contiene  dos  dominios  funcionales  conocidos  de  los  que 
destacan  las repeticiones BRC   situadas en  la región central de  la proteína y que son esenciales 
para la función de BRCA2 en la reparación del ADN y la interacción con RAD5120. 
 
2.2.3.  ESPECTRO  DE  MUTACIONES GERMINALES:  DIFERENCIAS  
POBLACIONALES 
Desde que BRCA1  y BRCA2  fueron  aislados,  se han descrito  en  cada  gen más de  1600 
variantes distintas entre mutaciones, polimorfismos y variantes de significado desconocido, según 
datos  del  Breast  Cancer  Information  Core,  (http://research.nhgri.nih.gov/bic/).  En  general,  las 
mutaciones  causantes  de  patología  son  pequeñas  inserciones,  deleciones  o  mutaciones  sin 
sentido,  que  provocan  la  aparición  de  un  codón  de  parada,  que  al  traducirse  da  lugar  a  un 














en  que  aparecen  con  una  frecuencia  inusualmente  elevada.  Existen mutaciones  que  aparecen 
específicamente  en  ciertos  grupos  étnicos  y  reciben  el  nombre  de mutaciones  fundadoras.  La 
población  judía  ashkenazi  es  un  claro  ejemplo,  ya  que  existen  tres  mutaciones,  185delAG  y 
5382insC  en  BRCA1152  y  6174delT  en  BRCA2125,  que  presentan  una  frecuencia  del  2,5%  en  la 
población  general  y  son  responsables  de  casi  la  totalidad  de  los  casos  de  cáncer  de  mama 
hereditario asociados a  los genes BRCA. Otros ejemplos de mutaciones fundadoras se presentan 
en las poblaciones de Islandia172 o Polonia55. La importancia de las mutaciones de efecto fundador 
radica  en  la  posibilidad  de  dirigir  las  pruebas  genéticas  hacia  estas  mutaciones  en  aquellas 
pacientes con cáncer de mama  familiar de una etnia determinada. En el polo opuesto se situan 
otras poblaciones como  la española o  la  italiana, en  las que el especto mutacional en  los genes 
BRCA  es  muy  amplio  y  solamente  existen  mutaciones  fundadoras  en  areas  geográficas 
restringidas27,  34, por  lo que es necesario  realizar el análisis de  la secuencia completa de ambos 
genes en la mayoría de los casos. 
 
2.2.4.  PENETRANCIA  DE  LAS  MUTACIONES 
La penetrancia estimada para  las mutaciones en  los genes BRCA1 y BRCA2, puede variar 
entre un  45  y un  80% dependiendo de  la población  analizada  y de  cómo  se haya  realizado  la 
selección de pacientes5. Según un estudio reciente realizado en familias españolas con cáncer de 
mama  y ovario hereditario que  acuden  a  las  consultas de  consejo  genético,  se  estima que  las 
mujeres portadoras de mutación en BRCA1 tienen un riesgo acumulado de padecer cáncer mama 
de un 52%  [95% CI, 26‐69%]% a  la edad de 70 años  y de un 22%  (95%  IC, 0‐40%) de padecer 




Las mutaciones  en  ambos  genes  se  asocian  con  un  riesgo  incrementado  para  otros  tipos  de 
tumores, como cáncer de próstata en el caso de BRCA1 o cáncer de páncreas en el caso de BRCA2.  
La  variabilidad  en  los  riesgos,  se  observa  incluso  a  nivel  intrafamiliar,  sugiriendo  la 
existencia de  factores modificadores  tanto genéticos  como ambientales. Distintos estudios han 
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evaluado  asociaciones  entre  variantes  genéticas  y  el  riesgo  de  desarrollar  cáncer  en  los 
portadores de mutación en BRCA1/2. Recientemente, el consorcio  internacional para el estudio 
de  gene  modificadores  de  BRCA1/2  ‐  CIMBA  (Consortium  of  Investigators  of  Modifiers  of 
BRCA1/2)  ha  confirmado  algunas  asociaciones  entre  SNPs    (Single  Nucleotide  Polymorphisms) 





(rs889312)‐  que  además  de  incrementar  el  riesgo  a  padecer  cáncer  de mama  en  la  población 
general, también lo hacen en portadoras de mutación en BRCA1 y/o BRCA28. 
 
2.2.5.  BIOLOGÍA  DE LAS  PROTEÍNAS  BRCA1  Y  BRCA2 
BRCA1  y  BRCA2  son  considerados  genes  “gatekeepers”,  cuya  mutación  o  expresión 
alterada provoca que la célula pierda los controles normales de la división y muerte programada, 




2.2.5.1.  REPARACIÓN  DEL  ADN 
BRCA1   y BRCA2 participan en el proceso de reparación de roturas de doble hebra en el 
ADN  mediante  el  mecanismo  de  recombinación  homóloga.  Tras  el  daño  en  el  ADN,  ATM 
desencadena una  serie  de  reacciones que  culminan  en  la  fosforilación de BRCA1 mediada por 
CHK230, 189. Una vez fosforilada, BRCA1 es capaz de interaccionar con BARD1, RAD51 y BRCA2 para 
participar  en  la  recombinación  homóloga.  En  este  proceso,  RAD51  juega  un  papel  clave  al 
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El único  sistema de  reparación  libre de errores es  la  recombinación homóloga. Cuando 
esta vía no funciona correctamente, las roturas de doble cadena son reparadas por un mecanismo 
propenso a cometer errores, como  la unión de extremos no homólogos  (“non‐homologous end 
joining”,  NHEJ),  y  los  errores  pueden  conducir  a  que  se  produzcan  reordenamientos 




radiaciones  ionizantes  y,  por  ello,  más  propensas  a  cometer  errores  durante  la  reparación. 





2.2.5.2.  CONTROL  DEL  CICLO  CELULAR 
Los puntos de control son necesarios para comprobar si existen errores durante el ciclo 
celular.  En  caso  de  encontrar  un  error,  el  ciclo  se  detiene  para  permitir  que  la  célula  pueda 
subsanarlo. Si no  se puede  reparar el error, entra en  funcionamiento  la maquinaria apoptótica 
que conducirá a la célula hacia la muerte celular programada. En estos puntos de control, BRCA1 
interviene  a  través del  complejo proteico BASC  (complejo de  vigilancia del  genoma  asociado  a 
BRCA1)179. Otras proteínas forman parte de este complejo como NBS1 (gen del síndrome de rotura 
Nijmegen),  RAD50‐MRE11,  ATM  (cuyo  gen  está  alterado  en  la  ataxia  telangiectasia),  BLM 
(síndrome de Bloom), el  factor C de  replicación del ADN y  los  complejos MLH1‐PMS1 y MSH2‐
MSH6. 
La mayoría  de  las  células  con  inactivación  de  los  genes  BRCA1  y  BRCA2  experimentan 
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2.2.5.3.  UBIQUITINACIÓN 






2.2.5.4.  REMODELACIÓN  DE  LA  CROMATINA 
Varios complejos proteicos se implican en remodelar la cromatina en las cercanías de los 
sitios de rotura de  la doble hebra de ADN para  favorecer  la reparación. En este sentido, BRCA1 




2.2.5.5.  RELACIÓN  CÁNCER  DE MAMA  ‐ ANEMIA  DE  FANCONI 
Juntos,  la  vía  BRCA‐FA  consiste  en  los  genes  del  cáncer  de mama  herediatio  BRCA1  y 
BRCA2  (BRCA)  y una  red de por  lo menos 12 genes de  la Anemia de  Fanconi  (AF) –  los  cuales 




en  los  genes  de  la  AF  desarrollan  otros  tipos  de  cánceres  como  leucemias169.  Se  identificó  la 
conexión entre BRCA y AF a través del descubrimiento de que la herencia de dos copias mutantes 
de  BRCA2  causaba Anemia  de  fanconi  en  el  grupo  FAND172.  El  hallazgo  de  que  BRCA2  era  de 
hecho FANCD1 aclaró la conexión previamente propuesta entre las proteínas BRCA y AF. Todavía 
no se asociaron mutaciones en BRCA1 a algún otro gen de la AF, pero otro gen conocido como un 
interactor  suyo  (BACH1)  fue clasificado como un nuevo gen AF,  llamado FANCJ98. Las proteínas 
BRCA y AF dependen, mutualmente, para la localización nuclear. Finalmente, BRCA1 es necesario 















Los genes que se  implican en cáncer hereditario como RB  (Retinoblastoma) o VHL  (Von 
Hippel‐Lindau) aparecen mutados con frecuencia en los tumores esporádicos correspondientes16, 
52. Del mismo modo, se pensó que BRCA1 y BRCA2 podrían relacionarse con el desarrollo de  los 
tumores de mama en general.  Sin embargo,  varios autores buscaron mutaciones  somáticas en 
ambos genes sin éxito alguno en cáncer de mama esporádico48, 93, 166. 
No obstante, sí se han descrito otros mecanismos de  inactivación de BRCA1 en tumores 
de  mama  esporádicos.  Aproximadamente  un  30%  de  los  tumores  de  mama  esporádicos, 
presentan expresión  reducida de BRCA1, bien por un mecanismo de LOH, metilación aberrante 
del  promotor  de  BRCA1  o  ambos.    La metilación  aberrante  aparece  en  hasta  un  14%  de  los 
cánceres  de  mama  esporádicos  y  en  el  5‐31%  de  los  cánceres  de  ovario22,  41  y  puede  ir 
acompañada  de  la  pérdida  del  otro  alelo  de  BRCA1  41,  162,  lo  que  lleva  a  que  un  alelo  se  haya 
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2.4.  FAMILIAS  DE RIESGO  
No todas las mujeres con una historia presonal de cáncer de mama poseen los suficientes 
antecedentes  familiares  de  la  enfermedad,  como  para  sugerir  que  un  gen  de  alta  penetrancia 
como  BRCA1  o  BRCA2  sea  el  responsable  de  esta  susceptibilidad.  En  este  sentido,  se  han 













• Un  caso  de  cáncer  de mama  en  varón  y  al menos  1  familiar de  primer  o  segundo 
grado con cáncer de mama u ovario. 
 
2.5.  CASOS HEREDITARIOS  NO  ATRIBUIBLES  A  MUTACIONES  EN  LOS  GENES  
BRCA1/BRCA2  (BRCAX):  BÚSQUEDA  DE  NUEVOS  GENES. 
Como  ya  se  ha  mencionado,  las  mutaciones  germinales  en  los  genes  de  alta 
susceptibilidad BRCA1 y BRCA2 son responsables de aproximadamente un 20% de los tumores de 
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hace  ya  15  años.  Una  de  las  mayores  limitaciones  para  este  tipo  de  estudio  parece  ser  la 
dependencia del  fondo genético observado por ejemplo, en análisis de  ligamiento realizados en 










• Variante  raras  (MAF: 0.005‐0.01) que  confieren  riesgo moderado  en  genes  como ATM, 
CHEK2,  PALB2  y  BRIP1,  que  presentan  una  relación  funcional  con  BRCA1  y  BRCA2    y 
fueron  secuenciados en  familias  con una  fuerte historia  familiar de  cáncer de mama173. 
Estas variantes suponen aproximadamente un 5% del componente genético del riesgo.  
• Alelos  de  bajo  riesgo  frecuentes  en  la  población  general  (MAF>0.05)  que  confieren  un 
riesgo relativo inferior al 1.5. Esta tercera categoría de genes han sido identificados en los 
estudios de asociación de genoma completo y explicarían otro 5% del riesgo familiar 51. 
3.  TAXONOMÍA  MOLECULAR  DEL  CÁNCER  DE  MAMA  HEREDITARIO 
3.1.  PERFILES  INMUNOHISTOQUÍMICOS 
Dos  importantes  factores  han  llevado  a  varios  grupos  a  intentar  caracterizar  desde  un 
punto de vista morfológico e  inmunohistoquímico  los tumores BRCA1, BRCA2 y BRCAX con el fin 
de  facilitar  la  selección de pacientes  candidatos a  la prueba genética, añadiendo el análisis del 
tumor como un criterio adicional a los antecedentes familiares. Son estos el tamaño considerable 










esporádico de edad  comparable87,  90,  92. En este  sentido,  los  tumores BRCA1 parecen presentar 
características más  específicas que  los diferencian  del  resto, mostrando una  alta  incidencia de 
carcinoma  medular  y  alto  grado  histológico87.  Sin  embargo,  los  tumores  de  portadoras  de 
mutación  en  BRCA2  no  muestran  ninguna  diferencia  significativa  en  el  tipo  histológico 
comparando  con  esporádicos87,  90,  aunque  hay  estudios  que  los  relacionan  con  carcinomas 
lobulillares9,  109;  tienden  a  ser  de más  alto  grado  que  los  controles  esporádicos,  aunque  esta 
asociación no es tan fuerte como en los casos BRCA187. En cuanto al estudio inmunohistoquímico 











asociados  a  BRCA2,  los  tumores  BRCAX  también  presentaban  bajo  grado  y  un  bajo  índice  de 





3.2.  PERFILES  DE  ABERRACIONES  GENÓMICAS  
El primer paso hacia  la caracterización genómica de  los tumores asociados a mutaciones 
germinales en BRCA1 ó BRCA2 mostró que estos presentaban mayor inestabilidad genómica que 
los  tumores  esporádicos.  Se  describieron  una  serie  de  regiones  alteradas  tanto  en  casos 
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esporádicos  como  hereditarios  (+1q,  +8q,  +16p,  ‐8p),  pero  también  una  serie  de  aberraciones 
genómicas asociadas a BRCA1 (‐5q, ‐4q, ‐4p, ‐2q, ‐12q) o a BRCA2 (‐13q, ‐6q, +17q22‐q24 y 20q13) 
específicamente. De este modo, se postuló que la acumulación de cambios genómicos durante la 
progresión  tumoral  podría  seguir  una  única  ruta  en  aquellos  individuos  genéticamente 
predispuestos a padecer cáncer, y especialmente aquéllos con BRCA1 mutado171. 
En cuanto a la caracterización citogenética de los tumores BRCAX, cabe destacar el trabajo 
del  grupo  de  Jeffrey  Trent  que  describió  la  heterogeneidad  presente  en  un  conjunto  de  16 
tumores  BRCAX mediante  análisis  de  expresión  génica  y  dotación  genómica  usando  la misma 








3.3.  PERFILES  TRANSCRIPCIONALES    
Los biochips de expresión génica  representan una de  las herramientas  recientes con  las 


















expresión  con  la evolución  clínica de  las pacientes, asociaciones que han  sido   posteriormente 
validadas  en  otras  series73,  156,  157.  Este  estudio  dio  lugar  a  un  nuevo  panorama  tanto  en  el 
laboratorio como en la práctica clínica. 
Los  marcadores  moleculares  principales  de  estos  grupos  son  la  la  expresión  de 
citoqueratina‐5 y citoqueratina‐17 en el caso del subtipo basal; expresión de ERBB2 y varios genes 
cercanos en el subtipo ERBB2; genes de células adiposas y otras células de origen no epitelial en el 
















Luminal  A  presentan  una  similitud más  hacia  los  tejidos  normales  cuando  analizada  la misma 
característica.  Además,  en  un  estudio  reciente,  se  ha  propuesto  y  validado  el  marcador  de 
Figura 5. Clasificación molecular de los tumores de mama. Combinando las distintas firmas moleculares ya 
descritas, el uso de  los arrays de expresión permitieron un gran avance en  la patología molecular de  los 










original para definir  los  fenotipos. Por ello, Parker et al.,131  , han propuesto  recientemente una 
lista  optimizada  de  los  50  genes  que  mejor  clasifican  los  tumores  en  cuanto  a  su  fenotipo 
molecular y su evolución clínica.   Se utilizó para ello un predictor, desarrollado en base a datos 
generados por microarrays y qRT‐PCR de 189 tumores. Además, utilizando este predictor, se ha 
evaluado  tanto  el  pronóstico  como  respuesta  al  tratamiento  con  taxanos  y  regímenes  de 
antraciclinas. Esta  firma de genes es un paso  importante de  la  caracterización  tumoral hacia  la 
aplicación  clínica  de  la  estratificación molecular  de  los  pacientes,  ya  que  con  un  numero  tan 
reducido de genes de puede utilizar ténicas cuantitativas de ARNm como la qRT‐PCR. 
Además de describir molecularmente,  los tumores de mama,  la tecnología de  los arrays 








escasos.  En  2001, Hedenfalk59  publicó  un  trabajo  describiendo  diferencias  a  nivel  del  perfil  de 
expresión entre los tumores de pacientes con mutación germinal en BRCA1 y  BRCA2 utilizando un 
microarray  de  ADNc.  En  este  trabajo  se  identificaron  176  genes  diferencialmente  expresados 
entre  los  dos  grupos,  si  bien  el  análisis  se  realizó  tan  sólo  con  7  y  8  tumores  asociados  a 
mutaciones germinales en BRCA1 y BRCA2 respectivamente.  En el caso de tumores BRCAX, hasta 
el momento solamente se ha publicado un trabajo15, en el que el análisis del perfil de expresión 
de  16  tumores,  utilizando  de  nuevo  un  microarray  de  ADNc,  sugería  que  este  grupo  es 
genéticamente  heterogéneo16.  Dada  la  dificultad  para  conseguir  series  grandes  de  tumores 










avances  en  las  herramientas  de  alto  rendimiento,  se  ha  profundizado  en  conocer  la  patología 
molecular de esos  tumores además de diferenciar a  los pacientes  según  su perfil genético.  Los 




la  fecha,  se  conocen  solamente dos  trabajos  cuyo objetivo es perfilar  las diferencias  genéticas 
entre los tumores hereditarios. Dado el bajo número de pacientes incluidos en estos estudios, así 
como las limitaciones en cuanto al análisis de datos, es fundamental una nueva aproximación que 
permita un mejor entendimiento a erca de  la biología de estos tumores.   Por  lo tanto, nuestros 
objetivos al inicio de esta tesis fueron los siguientes: 
 
1. Establecer  los perfiles de expresión génica de  los  tres grupos de  tumores hereditarios 
BRCA1, BRCA2 y BRCAX: 
i. Identificar los genes diferencialmente expresados en cada uno de estos grupos 




para  utilizarlos  como  marcadores  que  nos  permitan  predecir  si  un  tumor  está  o  no 
asociado a los genes BRCA1 y BRCA2.  
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con  tumores  frescos,  donde  el  ARN  debería  estar  en  condiciones  optimas  para  el  proceso  de 
amplificación e hibridación y necesitábamos un mínimo de datos clínicos disponíbles, solamente 
se  utilizaron  en  el  presente  estudio  57  tumores  que  cumplían  estos  criterios.  Los  57  tumores 
procedían de 14 pacientes portadoras de mutaciones germinales en el gen BRCA1, 7 portadoras 
de mutaciones  en  el  gen  BRCA2  y  14  de  pacientes  pertenecientes  a  familias  BRCAX  ‐con  un 
elevado número de casos de cáncer de mama/ovario y sin mutaciones germinales en  los genes 
BRCA1  y  BRCA2  –  y  22  tumores  esporádicos  que  se  utilizaron  como  controles.  Los  tumores 
BRCA2+ se utilizaron para las hibridaciones, pero no para el análisis de datos, ya que su reducido 






























Tumor  Tipo  Grado  RE  RP  HER2§  Otros tumores en el probandus  Mutación germinal , 
X1   IDC  III  Pos*  Pos*  Neg  CB Bil + CO 53 años¶  3522C>T (Q1135X)f 
X3   IDC  III  Neg*  Neg*  Neg  No  1499insA (479ter)** 
X15  IDC  III  Neg*  Neg*  Neg  No  4023G>T (E1302X)** 
X17  IDC  III  Neg*  Pos*  Neg  No  P727L ,  




X33  IDC  III  Pos*  Pos*  Neg  CM Bil  4035delTT (1328ter)** 
X36  IDC  III  Neg*  Neg*  Neg  No  1100delAT (328ter)** 
X58  IDC  III  Neg*  Neg*  Neg  CM Bil  1100delAT (328ter)** 
X62  IDC  III  Neg*  Neg*  Neg  CM Bil  300T>G (C61G)  
X04T91  NA  NA  NA  NA  NA  No  3887delAG** 
X05T126  IDC  III  Neg   Neg   NA  No  A1708E  
X02T144  NA  NA  NA  NA  NA  No  3598del11 (1163 ter)** 
X02T329D  IDC  III  Neg   Neg   Neg  No  IVS6‐1C/T 
X02T329I  IDC  III  NA  NA  Pos  No  IVS6‐1C/T 
Material y Métodos 
 
















Tumor ID  Tipo  RE  RP  HER2§  Edad del diagnóstico  Antecedentesb
BX9  NA  Neg*  Pos  Neg  43  5CM 
BX47  CDI  Neg   Neg  NA  49a  2CM 
BX67  NA  Pos*  Pos  Neg  66  1CO 
BX74  NA  Pos*  Neg  NA  26  2CM1CO 
BX75  NA  Pos*  Neg  NA  32  5CM 
BX76  NA  Pos*  Pos  NA  32  1CM 
BX77  NA  Pos*  Pos  NA  56  4CM 
BX87  NA  Pos*  Pos  NA  57  5CM 
BX94  NA  Pos*  Pos  NA  50  2CM 
BX129  CDI  Pos   Neg  Pos  49  2CM 
BX132  NA  NA  NA  NA  NA  NA 
BX134  CDI  Pos   Neg  Neg  53a  1CM 
BX248  CLI  Pos   Pos  Neg  46  1CM 
BX264  NA  NA  NA  NA  NA  1CM 
Material y Métodos 
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Tabla 4: Datos histopatológicos de los 22 tumores esporádicos incluidos en el estudio 
Tumor ID  Tipo  Grado  RE  RP  HER2§  Edad del diagnóstico 
S42  NA  NA  Pos*  Pos  Neg  44 
S43  NA  NA  Neg*  Neg  Neg  74 
S46  NA  NA  Pos*  Pos  Neg  76 
S50  NA  NA  Pos*  Pos  Neg  66 
S51  NA  NA  Pos*  Pos  Neg  85 
S53  NA  NA  Pos*  Pos  Neg  45 
S55  NA  NA  Pos*  Pos  Neg  43 
S61  NA  NA  Pos*  Neg  Neg  57 
S495  CMA  III  Neg   Neg  Neg  33 
S531  CLI  NA  Pos   Pos  Pos  40 
S537  CDI  II  Pos   Neg  Neg  85 
S538  CDI  III  Pos   Pos  Neg  39 
S551  NA  NA  NA  NA  NA  NA 
S555  CDI  II  Pos   Pos  Pos  43 
S561  CDI  I  Pos   Pos  Neg  48 
S568  CDI  II  Pos   Neg  Pos  57 
S573  CDI  III  Pos   Pos  Neg  81 
S594  CDI  II  Pos   Pos  Neg  80 
S595  CDI  I  Pos   Pos  Neg  63 
S604  CDI  II  Pos   Neg  Pos  60 
S606  CDI  II  Pos   Pos  Neg  43 
S613  CDI  III  Pos   Pos  Pos  51 
Material y Métodos 
 





1.1.2.  MICROMATRICES DE  TEJIDOS  (TISSUE  MICROARRAYS  – TMA) 
Se utilizaton dos TMA, que contenían, por duplicado, un total de 31 tumores BRCA1+, 24 
tumores BRCA2+ y 46  tumores de pacientes clasificadas como BRCAX y 20  tumores BRCA1+, 18 
tumores BRCA2+ y 38  tumores de pacientes clasificadas como BRCAX,  respectivamente. Para  la 
construcción  de  los  TMA,  se  seleccionaron  áreas  representativas  de  cada  uno  de  los  tumores 
mediante  observación  de  secciones  completas  del  tumor  teñidas  con  hematoxilina‐eosina.  Las 
zonas seleccionadas se marcaron en los bloques individuales de parafina obteniendo dos cilindros 







del  bloque  donante,  que  posteriormente  se  introducen  en  el  bloque  receptor82.  Una  sección 
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1.2.  SELECCIÓN  DE  PACIENTES   













2.1.  ESTIMACIÓN  DEL  PORCENTAJE  TUMORAL Y  TINCIÓN 
Para  tener  una  estimación  del  porcentaje  de  células  normales  y  tumorales  de  cada  pieza 
tumoral congelada, de  la que posteriormente se extraería ADN y ARN, se realizaron cortes de 5 
μm a los que se aplicó una tinción de hematoxilina‐eosina, según el siguiente protocolo: 



















2.2.  INMUNOHISTOQUÍMICA DE  LOS  TEJIDOS  INCLUIDOS  EN  EL  TMA   
Para la evaluación de la tinción IHQ de los distintos marcadores, se valoró el porcentaje de 
células teñidas y posteriormente se eligió un punto de corte como umbral para considerar un caso 
positivo,  que  utilizamos  después  en  los  análisis  estadísticos  de  Chi‐cuadrado.  Estos  puntos  de 
corte se eligieron en función de  la mediana de  los valores o de  los puntos de corte previamente 
publicados  para  esos  mismos  marcadores.  Los  siguientes  marcadores  se  trataron  de  forma 
excepcional: Ki‐67, en el que en lugar de dos niveles (positivo/negativo) establecimos tres niveles 
de positividad: 0‐5%, 6‐25% y >25%; HER‐2, evaluado según el sistema de cuatro categorías (0 a 
3+)  propuesto  por  DAKO  para  la  evaluación  del  HercepTest.  Para  las  proteínas  MMP7 
(Metaloproteínasa  7)  y  CD133  (Prominina  1)  la  tinción  inmuhistoquímica  fue  realizada  por  el 
metodo  de marcaje  con  Biotina‐Estreptovidina  (Dako,  Glostrup,  Dinamarca)  con  recuperación 
antigénica.  La  inmunofluorescencia  fue  realizada  con un anticuerpo  secundario marcado  (Alexa 
488 para MMP7 e Alexa 555 para CD133). 
 
2.3.  DESCRIPCIÓN  DEL  ONCOCHIP  Y  PRINCIPIO  DE  LA  TÉCNICA 
El Oncochip  12K  es  una matriz  o microarray  de ADN  complementario  generado  por  la 
Unidad  de Genómica  del  CNIO.  Está  formado  por  48  sub‐matrices  organizadas  en  12  filas  y  4 
columnas,  y  cada  subunidad  contiene  576  puntos  de  hibridación  dispuestos  en  24  filas  y  24 
columnas.  En  total  incluye  11.675  clones  humanos  (Research  Genetics,  Huntsville,  AL)  que 
Material y Métodos 
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representan  9.348  genes  humanos  y  sub‐secuencias  de  secuencias  nucleotídicas  que  se 
transcriben pero que están aún sin caracterizar (expressed sequence tag o EST). 
Los  genes  representados  en  este microarray de  expresión  fueron  seleccionados por  su 
participación  probada  in  vitro  o  in  silico  en  procesos  tumorigénicos,  por  su  relación  con  la 
respuesta  a  fármacos  y/o  por  su  expresión  específica  de  tejido 
(http://www.cnio.es/UserFiles/File/Biotecnologia/Genomica/). Esta plataforma de  alta densidad, 
además, contiene controles internos de calidad y al menos, un duplicado por clon para garantizar 
la  reproducibilidad  y  especificidad  del  ensayo.  Debido  al  método  usado  para  construir  estos 
microarrays no podemos  conocer a priori cuántas copias de cada  sonda hay en cada punto así 
que,  para  evitar  problemas  de  saturación  se  usa  una  referencia  con  la  cual  se  comparan  los 
niveles de expresión de cada gen. Paralelamente a  la extracción y  tratamiento del ARNm de  la 
muestra  problema  se  trata  el  ARNm  de  una  muestra  de  referencia,  en  nuestro  caso  ARNm 
procedente de un pool de diferentes líneas celulares (Universal reference total RNA, Stratagene), 
en cuya hibridación competitiva se basa el método.  
Sobre  el  portaobjetos  o  “microarray”  se  hibrida  una  mezcla  de  ADNc  de  la  muestra 
problema  y  del  “pool”  (mezcla)  de  referencia,  ambos  marcados  previamente  con  distintos 
fluorocromos. Marcamos  con  Cy5  “rojo”  el  ADNc  problema  y  con  Cy3  “verde”  la muestra  de 
referencia, estableciéndose en cada punto una hibridación competitiva. De este modo, si un gen 
está sobre‐expresado en la muestra problema aparecerá el color rojo, debido a que se uniría más 


































Figura 7. Aquellos  genes más expresados en  la muestra problema  (marcada  con Cy5) que en  la muestra  referencia 
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2.4.  PREPARACIÓN  DE LAS  MUESTRAS  PARA  HIBRIDACIÓN EN  EL  ONCOCHIP  
 
2.4.1.  EXTRACCIÓN  DEL  ARN  TOTAL  
El ARN total se extrajo a partir de 10 a 20 cortes de 10 μm realizados en criostato, de los 
tejidos  congelados, mediante el kit de extracción de ARN Trizol Reagent  (Gibco) y  siguiendo el 
protocolo estandarizado para muestras congeladas. Todo el proceso debe realizarse en frío para 




Tris,  Edta,  ácido bórico  y  agua destilada) 1  μL de ARN. Podemos  considerar que  el ARN  es de 
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2.4.2.  AMPLIFICACIÓN  DEL  ARN  TOTAL 
Debido a que muchas muestras presentan áreas de  tumor muy pequeñas, es necesario 
realizar un  proceso de  amplificación  del ARN para  conseguir  la  cantidad  suficiente  para poder 
hibridar las muestras en el microarray. Este proceso conlleva la síntesis de ADNc de doble cadena, 
realizada mediante el kit Superscript choice system for ADNc synthesis (Invitrogen) y  la posterior 
trascripción  “in  vitro”  del  ARN  mediante  la  enzima  la  T7‐RNA  polimerasa,  utilizando  el  kit 
Megascript T7 (Ambion). 
 
2.4.3.  SÍNTESIS  DE  LA PRIMERA  CADENA  DE ADNC 
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                 Figura 9. Proceso de amplificación del ARN (ARNa). 
 







2.4.5.  PURIFICACIÓN  DEL  ADNC  DE DOBLE  CADENA 























2.4.7.  AMPLIFICACIÓN  DEL  ARN  MEDIANTE  T7 ARN  POLIMERASA 
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2.4.9.  PURIFICACIÓN  DEL  ARN  AMPLIFICADO 
  Para la purificación del ARNa se utilizó el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen): 
1. Llevamos  la muestra  a  un  volumen  final  de  100  μL  añadiendo  81  μL  de  agua  libre  de 
ARNasa. 
2. Añadimos 350 μL de un tampón preparado anteriormente (10 mL de tampón RLT + 100 μL 

























2.4.10.  PRECIPITACIÓN DEL  ARN  AMPLIFICADO  












2.4.11.  COMPROBACIÓN DE  LA  CALIDAD  DE  ARN  AMPLIFICADO  POR  ELECTROFORESIS 
• Cargamos en un gel de agarosa al 1,2%  (1 g de agarosa de baja densidad en 100 mL de 
TBE): 1 μL del ARNa purificado (Figura 9). Ponemos un marcador de pesos moleculares para ver si 
es un ARNa de calidad:  los pesos moleculares  (PM) de  los ARNm van de 0,5 a 7 Kb,  la  fracción 
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2.5.  SÍNTESIS  Y  MARCAJE  DEL  ADNC  
A  partir  del ARNa  se  sintetiza  de  nuevo ADNc mediante  la  enzima  Superscript Reverse 
Transcriptase  (Invitrogen)  e  incorporando  en  las  reacciones  los  fluorocromos  (Amersham)  Cy3 
(color verde) para  la muestra de referencia y Cy5 (color rojo) para  las muestras problema. Cada 
muestra  sometida  a  hibridación  se  enfrentará  a  una muestra  de  referencia.  En  nuestro  caso 
utilizaremos RNA procedente de un pool de diferentes  líneas celulares (Universal reference total 
ARN,  Stratagene),  que  nos  asegura  que  todos  los  casos  estén  enfrentados  exactamente  a  la 
misma  referencia, permitiéndonos posteriormente  la comparación entre  todas  las muestras. La 
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13. Transferimos  las  columnas  GFX  a  un  tubo  eppendorf  de  1,5 mL  y  eluimos  cubriendo 
totalmente  la matriz  de  fibra  de  vidrio  de  cada  columna  con  60  μL  de  tampón  de  elución.  La 
recuperación del ADNc puede incrementarse si se calienta el tampón de elución a 65 °C. 
14. Dejamos la columna GFX a temperatura ambiente durante 5 minutos. 





18. Centrifugamos  a  velocidad máxima durante 1 minuto para  recoger el ADNc marcado  y 
purificado. El tampón debe cubrir totalmente la membrana. 
 
2.5.4.  PRECIPITACIÓN  DE  LA  MUESTRA  MARCADA  Y  PURIFICADA 
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8. Dejamos secar unos 5 minutos. 
9. Resuspendemos  el  precipitado  en  42  μL  de  tampón  (Ambion  SlideHyb  Hybridization 
Buffer). 




13. Aplicamos  la mezcla de hibridación  sobre  la  cara  impresa del microarray pre‐hibridado 
(ver protocolo de hibridación de microarrays). 
 
2.6.  HIBRIDACIÓN  EN  EL  ONCOCHIP  
 
2.6.1.  PREPARACIÓN  DE  LAS  SOLUCIONES 
 SSC 20x. Disolver 175  gramos de NaCl  (PM: 58,44)  y 88  gramos de  citrato  sódico  (PM: 
294,10)  en  500  de  agua. Ajustar  el  pH  a  7,0  con HCl  (1N)  y  completar  con  agua  hasta  1  L  de 
volumen final. 















2.6.2.  LAVADO  DE  LOS CRISTALES 
Este lavado tiene el objetivo de evitar posibles artefactos tras la hibridación. 




























2. Depositamos  la mezcla de hibridación con  la muestra marcada sobre  la cara  impresa del 
microarray. Para  conseguir  la distribución homogénea de  la muestra marcada  sobre  la  cámara 















2. Para despegar el cubre sumergimos cada microarray en 50 mL del  tampón 1 de  lavado, 
pre‐calentado a 42 °C. 
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4. Repetimos 2 veces más el mismo lavado con tampón 1. 
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3.  ANÁLISIS  DE  DATOS  
3.1.  NORMALIZACIÓN 
Antes  de  poder  usar  los  datos  experimentales  es  necesario  normalizar  los  datos  para 
intentar ajustar los efectos que son debidos a las variaciones en la tecnología y no en la biología. 
En particular, normalizando los datos pretendemos ajustar las diferencias existentes entre los dos 
fluorocromos, en el marcaje,  intensidad, etc. En el presente estudio,  los datos  se normalizaron 
siguiendo el método LOWESS1    incluido en el programa de análisis de datos de expresión GEPAS 
(Gene  Expression  Pattern  Analysis  Suite,  http://gepas3.bioinfo.cipf.es/).  Además,  se  sustrajo  la 
mitad de la media de la señal de fondo existente  para cada uno de los puntos de hibridación del 
array,  lo  que  evita  sobrestimar  las  señales.  Los  puntos  presentes  en  áreas  defectuosas  de  la 
matriz, así como aquellos que presentaban morfología de halo o con  intensidades  (suma de  las 
medias de  los dos canales) menores a  la suma de  la medias del fondo, se   consideraron valores 
perdidos. Las  réplicas  inconsistentes  (aquéllas que distan de  la mediana de  las  réplicas más del 
umbral establecido) se descartaron y se hizo media de los duplicados consistentes. Se eliminaron 
aquellos clones cuyos datos de expresión estuvieran perdidos en uno o más arrays dentro de  la 
serie de  casos  analizada. Cada uno de  los microarrays  fue normalizado utilizando  el programa 
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Tratamiento  de  las  réplicas.  La  existencia  de  réplicas  requiere  la  eliminación  de  aquellas 
inconsistentes y  la  fusión de  las demás. Para  la determinación de  las  réplicas  inconsistentes  se 
aplica el umbral de distancia máxima entre  la  réplica y  la mediana de  todas  las  réplicas de ese 
punto. Todas  aquellas  réplicas que  se hallen  a una distancia mayor que el umbral elegido  son 
eliminadas y el resto son promediadas usando el valor medio. 
Eliminación  de  los  patrones  planos.  Se  eliminan  los  patrones  que  no  tengan  un  número 





que genera dendrogramas, agrupando  los elementos  según  su  similitud. En el dendrograma,  la 
longitud de las ramas es una representación de la distancia entre los distintos partes del mismo. 
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• El  segundo  criterio  agrupa  los patrones de  expresión que muestran  las mismas 
tendencias, según cómo responden, si activan y/o reprimen a la vez, y no tanto en 
qué medida lo hacen.  









ejemplo  entre  controles  y  tumores  o  entre  sub‐grupos  de  una  determinada  clase  tumoral, 
aplicamos  análisis  supervisados  y  t‐tests  incluidos  en  el  programa  POMELOII 
(http://pomelo2.bioinfo.cnio.es/) y  Gene Cluster, desarrollado en el Centro para la Investigación 
Genómica de Cambridge  (www.broad.mit.edu/cancer/software/software.html)  y  disponibles de 
Material y Métodos 
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forma gratuita en la red. La visualización de los datos ha sido realizada a través del Gene Pattern 
(http://www.broadinstitute.org/cancer/software/genepattern/index.html)  y  Tree  View 
(http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm). 
 
3.5.  MÉTODOS  DE  MODELADO DE  REDES  GÉNICAS, TRANSCRIPCIONALES  Y  PROTEICAS 
Una vez obtenidas  las  listas de genes o  firmas moleculares originadas, en este caso, del 
estudio de  los tumores BRCAX, utilizamos distintas herramientas cuya función reside en analizar 
las interacciones entre/intra los diferentes genes en estudio. Uno de ellos, el Ingenuity Pathways 
Analysis  (IPA  ‐  Ingenuity Systems, Mountain View, California) que es una aplicación en  red que 
permite analizar  la biología de distintos organismos a distintos niveles,  integrando datos a partir 
de  una  variada  plataforma  experimental,  permitiendo  profundizar  en  las  interacciones 
moleculares  y  químicas,  fenotipos  celulares  y  enfermedades.  IPA  fue  utilizado  para  evaluar  el 






Fisher  fue usado para evaluar  los  resultados de enriquecimiento y  la  corrección por Bonferroni 
teniendo en cuenta el número de motivos analizados. 
Asignamos  reguladores  del  tipo  Cis  al  Receptor  de  Estrógenos  o  al  locus  génico  más 
próximo  (extremo  5’)  de  la  versión  de  mayo  del  2004  del  genoma  humano  (UCSC  Genome 
Browser).  Las  redes de  interacciones  (interactoma)  se  construyeron  combinando  tres bases de 
datos previamente publicadas consistiendo principalmente de  interacciones experimentalmente 
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1.  ANÁLISIS  DE  EXPRESIÓN  GLOBAL  
Nuestro  primer  análisis  consistió  en  generar  un  dendograma  partiendo  de  la  serie 
completa  de  tumores,  BRCA1,  BRCA2,  BRCAX  y  esporádicos,  con  el  objetivo  de  evaluar  su 
comportamiento.  Para  ello  realizamos  un  agrupamiento  jerárquico  no‐supervisado  de  las 
muestras (Figura 14) utilizando el programa Gene Cluster, en base a  los valores de expresión de 
los 5,498 genes que permanecieron tras el proceso de  filtrado. Observamos que  los tumores se 
organizaban  de  manera  bastante  heterogénea  y  no  siempre  dependiente  de  la  mutación 
germinal. 
La  mayoría  de  los  tumores  asociados  a  mutaciones  en  BRCA1  formaban  un  grupo  
homogéneo, básicamente compuesto por  los  tumores que presentaban negatividad para el gen 
codificante  para  el  receptor  de  estrógenos,  ESR1.  Otros  tumores  BRCA1+,  sin  embargo,  se 
mezclaban  con  el  resto  de  las  muestras.  Los  tumores  BRCA2+,  presentaron  una  importante 
heterogeneidad,  posiblemente  por  el  reducido  número muestral  (7  casos),  por  lo  que  no  los 
consideramos  en los análisis subsecuentes. Los tumores BRCAX, como era esperado, presentaban 
una gran complejidad. Un pequeño grupo bastante robusto   que comprendía  los tumores ESR1‐
negativos, se agrupaba  junto a  la mayoría de  los  tumores BRCA1,  también ESR1‐negativos. Esto 
nos  llevó  a  pensar  que,  más  que  el  origen  genético,  era  el  receptor  de  estrógenos  el  que 
coordinaba en parte la organización del dendograma, si bien no totalmente.  
En  cuanto  a  los  tumores  de  mama  esporádicos,  que  en  su  mayoría  presentaban 
positividad  para  ESR1,  tambien  mostraban  cierta  heterogeneidad.  Más  adelante,  vimos  que 
obedecían  a  la  distribución  según  los  fenotipos  moleculares  establecidos  por  Perou  y 
colaboradores en cáncer de mama esporácido133.  
  Dado que el agrupamiento no‐supervisado general no nos ofrecía mucha información por 
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Figura 14. Agrupamiento  jerárquico no‐supervisado de  los  tumores BRCA1, BRCA2, BRCAX  y esporádicos en base  al 
perfil  transcripcional  de  5,498  genes.  Se  observa    la  heterogeneidad  intrínseca  de  estos  tumores  y  la  organización 
dependiente en parte del estatus del receptor de estrógenos. 
 
2.  PERFILES DE  EXPRESIÓN  DE  LOS  TUMORES  ASOCIADOS A  MUTACIONES  EN  EL GEN  
BRCA1 
2.1.  ESTATUS  DE  ESR1 O  EL  FENOTIPO  BASAL COMO  CLASIFICADORES  PRINCIPALES 
Empezamos analizando los 14 tumores BRCA1+ presentes en nuestra serie, realizando un 
agrupamiento no‐supervisado con los 5.570 genes que quedaron tras el filtrado de los datos. Los 
tumores  se  estratificaron  en  dos  ramas  principales  (Figura  15A),  claramente marcadas  por  la 
expresión  de  ESR1:  un  grupo  de  tumores  (cinco  muestras,  rama  de  la  derecha,  rosa)  sobre‐
expresaba  este  gen,  mientras  el  resto  (nueve  muestras,  rama  de  la  izquierda,  azul) 
mayoritariamente mostró una expresión modesta o indetectable de ESR1.  
Posteriormente realizamos una revisión exhaustiva de la literatura15, 19, 33, 35, 44, 69, 70, 73, 75, 78, 84, 85, 
97,  101,  102,  128,  129,  138,  141,  156‐159,  161,  187, buscando  genes presentes  en  la  intrinsic gene  list previamente 
establecidos  en  el  cáncer  de  mama  esporádico73,  133  (ver  apartado  3.3  de  la  introducción). 
Identificamos   55 marcadores presentes en nuestra plataforma y que podrían ser utilizados para 
la clasificación tumoral. Realizando un clustering de  las muestras con estos 55 genes y de nuevo 
se  identificaron  dos  clases  principales  de  tumores  (Figura  15B):  unos  (rama  derecha)  sobre‐
expresando  marcadores  típicamente  encontrados  en  tumores  esporádicos  luminales  como 




se  agrupó  en  la  rama  ESR1‐negativo  cuando  usábamos  los  5.570  genes  (Figura  15A).  Esta 
Resultados 
 






Nuestros  resultados  sugieren  que  la  presencia/ausencia  de  fenotipo  basal  es  el mayor 
discriminador de los dos grupos encontrados dentro de los tumores BRCA1, ya que observamos la 





2.2.  SUB‐CLASES  DE  TUMORES  BRCA1  Y  FIRMAS  MOLECULARES  ASOCIADAS 
Con el objetivo de analizar más en profundidad aquellos genes con un perfil de expresión 
más  alterado  en  cada  uno  de  los  dos  sub‐grupos  identificados  dentro  de  los  tumores  BRCA1, 
aplicamos un test t entre el valor de expresión para cada gen en cada muestra tumoral  y el valor 




























Figure 15A. Dendograma resultante del agrupamiento  jerárquico no‐supervisado de  los 14  tumores BRCA1 utilizando 
los  5.570  genes  que  permanecieron  tras  el  filtrado  de  datos.  Se  observan  dos  grupos  principales mediados  por  la 
expression del gen ESR1  (la  rama  rosa comprende  los  tumores que  sobre‐expresan el  receptor de estrógenos y azul 
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nomenclatura  de  los  genes  y  de  sus  productos  a  lo  largo  de  todas  las  especies,  permitiendo 
además, una mejor comprensión de sus funciones y relaciones). Teniendo en cuenta el número de 
genes anotados para cada término dentro de los 5.570, los procesos biológicos que encabezaron 
la  Lista  de  genes  #1  (clase  ESR1‐positiva)  fueron  “Transcripción  DNA‐dependiente”  y  “Ciclo 
Celular” mientras que  los que encabezaban  la Lista #2  (clase ESR1‐negativa)  fueron “Respuesta 
Inmune” y “Ciclo Celular”.  
Consistente  con  la  asociación  a  proliferación  celular18,  “Respuesta  al  Estímulo  de 







En cuanto a  la Lista #2, contenía además varios genes supresores de  tumores  (EPHA3 y 
EPHB2) y proto‐oncogenes (AKT1, AURKA, ETV6, MITF and PIK3CA), sugiriendo su papel crítico en 
la  tumorigénesis mamaria.  En  general,  este  análisis  resalta procesos biológicos  candidatos que 
parecen ser críticos en la génesis de los tumores BRCA1, más allá de la señalización del RE. 
 
2.3.  MARCADORES  QUE DIFERENCIAN LOS TUMORES  BRCA1  ESR1‐NEGATIVO  Y  ESR1‐
POSITIVO 
Para  identificar  los marcadores  que mejor  diferenciaban  los  grupos  basados  en  ESR1, 
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anticuerpos  disponibles  para  un  análisis  inmunohistoquímico,  fueron  seleccionados  para 
validación  en  una  serie  independiente  de  tumores  BRCA1.  Para  la  validación,  se  utilizaron  los 
tumores BRCA1+ incluidos en los TMAs detallados en el apartado 1.1.2 de material y métodos. Los 
niveles  de  proteínas  (evaluados  a  través  de  inmunohistoquímica  e  inmunofluorescencia)  de 
CD133  y  MMP7  se  correlacionaron  considerablemente  con  los  niveles  de  expresión  génica 
previamente  analizados  (Figura  16): MMP7 mostró  una  tinción  intensa  en  80%  (9/11)  de  los 
tumores BRCA1+ RE‐negativos pero en ninguno de los tumores BRCA1+ RE‐positivos (0/4). CD133 
























Nombre (HUGO)  Descripción  Cambio  FDR 
C10orf116  Chromosome 10 open reading frame 116  3.77  6.4207E‐04 
CD133 Prominin 1 ‐2.70 1.5661E‐02
CRABP2 Cellular retinoic acid binding protein 2 2.12 7.7835E‐03
ERBB3 V‐erb‐b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3 2.13 1.0152E‐05
ESR1 Estrogen receptor 1 4.25 4.4951E‐04
F2RL2 Coagulation factor II (thrombin) receptor‐like 2 2.12 8.3191E‐03
GATA3 GATA binding protein 3 3.30 1.3560E‐03
GPR98 G protein‐coupled receptor 98 3.40 6.0975E‐03
HIST1H1C Histone cluster 1, H1c 2.49 1.6326E‐03
HSPB8 Heat shock 22kDa protein 8 2.86 4.4951E‐04
LAMP3 Lysosomal‐associated membrane protein 3 ‐2.29 9.6204E‐03
LDHB Lactate dehydrogenase B ‐2.32 6.4207E‐04
LMO4 LIM domain only 4 ‐2.42 1.3021E‐03
LOC124220 Similar to common salivary protein 1 3.78 4.8845E‐04
LOC391271 Hypothetical LOC391271 2.65 9.3351E‐05
MAML2 Mastermind‐like 2 (Drosophila) ‐2.14 1.0648E‐02
MID1 Midline 1 (Opitz/BBB syndrome) ‐2.07 2.1773E‐02
MMP7 Matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine) ‐2.85 7.1351E‐03
PRAME Preferentially expressed antigen in melanoma ‐4.30 4.3286E‐04
PSAT1 Phosphoserine aminotransferase 1 ‐2.11 3.2517E‐03
REEP5 Receptor accessory protein 5 2.04 6.4207E‐04
RP5‐860F19.3 Early B‐cell factor 4 2.02 8.3191E‐03
RTN4RL1 Reticulon 4 receptor‐like 1 2.28 6.4207E‐04
SCUBE2 Signal peptide, CUB domain, EGF‐like 2 4.13 3.3991E‐05
SLITRK6 SLIT and NTRK‐like family, member 6 3.57 6.4207E‐04
STARD10 StAR‐related lipid transfer (START) domain containing 10 3.16 3.2803E‐04
TFF1 Trefoil factor 1 3.38 1.3021E‐03
TMEM16A Transmembrane protein 16A 2.24 6.1384E‐03
TNFRSF21 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21 ‐2.07 1.6305E‐03
TSPAN13 Tetraspanin 13 2.34 1.1854E‐02
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2.4.  VALOR  PRONÓSTICO  DE  LA  RESPUESTA  INMUNE 





respuesta  inmune mostraban un valor pronóstico en  los  tumores esporádicos RE‐negativos84,  167. 
Teschendorff et al.  167 describió  cinco  sub‐clases  tumorales dentro de  los  tumores RE‐negativos 
que  podían  ser  diferenciados  según  el  patrón  de  cuatro  grupos  de  perfiles  transcripcionales 
asociados  a  Ciclo  Celular,  Respuesta  Inmune,  Matriz  Extracelular  y  Respuesta  a  Hormonas 
Esteroideas. Estos perfiles se relacionaron con  la evolución clínica de  los pacientes y se observó 
una  asociación  clara  entre  un  buen  pronóstico  y  la  sobre‐expresión  de  genes  de  la  respuesta 










HLADPA1,  HLADPB1,  HLADRB1,  MITF,  NEDD4L,  SERPINA1  y  TGFBI)77  o  a  pulmón  (ALDH3A1, 
COL1A1, EFEMP1, GSN, HLADPA1, HLADPB1, MAN1A1, PTPRN2 y TNC)117. El número de genes en 
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2.5.  ANÁLISIS  DE  LA  FIRMA  DE  RI  Y CC  EN  UNA  SERIE  INDEPENDIENTE DE  TUMORES  
BRCA1 RE‐NEGATIVOS 
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La clasificación no‐supervisada de los tumores según los valores de expresión del total de 
genes de esta  Lista  (n=670) mostró una  agrupación  según  la presencia de  infiltrado  linfocítico,  
consistente con la expresión diferencial de genes de respuesta inmune.  Con el objetivo de reducir 
la  dimensionalidad  del  número  de  genes,  realizamos  un  agrupamiento  no‐supervisado  con  los 
genes  diferencialmente  expresados  en  nuestra  serie  de  tumores  RE‐negativos  aplicando  la 
corrección de Bonferroni (n=94) (Tabla suplementaria S3). 
Este número reducido de genes optimizó la clasificación según la presencia o ausencia de 
infiltrado  linfocítico,  y  resaltó  aquellos  genes  con  mayores  diferencias  de  expresión  en  esta 
condición (Figura 17). Entre estos genes, se encontraban genes asociados a metástasis tales como 
(FST y MITF) y a  la  respuesta  inmune  (familias CD e HLA). Todos  los  tumores excepto uno, con 
infiltrado  linfocítico y sobre‐expresión de genes de  la respuesta  inmune,   mostraron ausencia de 
angioinvasión,  lo  que  lleva  a  especular  que  estos  genes  tienen  un  papel  importante  en  el 
pronóstico  de  los  tumores  BRCA1+  RE‐negativos.  Finalmente,  los  resultados  de  esta  serie 
independiente  de  tumores  apoyan  el  significado  biológico  de  la  respuesta  inmune  en  la 
clasificación molecular y clínica de los tumores BRCA1. 
 
2.6.  ANÁLISIS  DE  UNA  SERIE  INDEPENDIENTE DE  TUMORES  DE  MAMA  ER‐POSITIVOS 
Los niveles de expresión de  los transcritos representados en  la Lista #1  (tumores BRCA1 
ESR1‐positivos)  fueron  analizados  en  una  serie  independiente,  publicada  por  van’t  Veer  y 
colaboradores en el año 2002, consistiente en 56  tumores de mama esporádicos RE‐positivos175 
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Figura 18. Agrupamiento  jerárquico no‐supervisado obtenido con  la  firma molecular de  la Lista #1 y verificada en 56 
tumores esporádicos, RE‐positivos publicados por (van’t Veer et al, 2002). En el cuadro naranja se incluyen los tumores 
con  pronóstico  favorable  presentando  represión  de  genes  del  ciclo  celular  (CCNA2  y  CCNB2)  y  sobre‐expresión  de 
ERBB3. Los valores de expression están representados en log2. 
 
2.7.  REGULACIÓN  TRANSCRIPCIONAL  DE  LAS FIRMAS  MOLECULARES  DE  BRCA1   
Con  el  objetivo  de  investigar  la  regulación  de  las  firmas  moleculares  de  los  tumores 
BRCA1,  realizamos un  análisis  combinado de  los  sitios de unión  a  factores de  transcripción  ya 
predichos,  con  las diferencias de  expresión  encontradas  en nuestra  serie. Como  era  esperado, 
encontramos que varios genes de  la Lista #1 estaban  regulados directa o  indirectamente por el 
RE. Por otra parte, la predicción de factores de transcripción que pudieran unirse a promotores de 
genes de  la Lista #2,  indicó una sobre‐representación de sitios de unión de  la  familia REL/NFκB 
(Test exacto de Fisher, P‐valores < 0.01). En concordancia con estas predicciones, dos factores de 
transcripción de esta familia, presentes en nuestra plataforma, NFkB y RELB, presentaron sobre‐
expresión  en  los  tumores  BRCA1  ESR1‐negativos,  con  cambios  relativos  a  los  tumores  ESR1‐
Resultados 
 





2.8.  PRESENCIA  DE  DOS  SUB‐GRUPOS  DENTRO  DE  LOS  TUMORES  BRCA1‐ESR1‐
NEGATIVOS 




de  transcripción  REL/NFkB  clasificaron  nuestros  tumores  BRCA1  ESR1‐negativos  de  la  misma 
forma (Figura 19B).  
Observamos  que  todos  los  tumores  BRCA1  ESR1‐negativos  con  niveles  de  expresión 




tumor134  (Tabla 3). Sin embargo, 3 de  los 5  tumores BRCA1 ESR1‐negativos, que mostraron  los 
niveles de expresión más altos, se originaron de mutaciones missense (mutaciones que causan un 
cambio de aminoácido) que dan lugar a una proteína aberrante pero aun presente. 




Para  evaluar  estas  observaciones,  examinamos  los  niveles  de  expresión  de  72  genes 
dianas  de  NFkB  relacionados  con  apoptosis  y  sistema  inmune 
(http://people.bu.edu/gilmore/NFkB/target/index.html)  en  nuestra  serie  de  tumores    BRCA1 
ESR1‐negativos  y  en  la  línea  celular MDA‐MB  436  que  tiene  BRCA1 mutado  y  presenta  bajos 
niveles  de  expresión  de  ARNm  de  BRCA1.  Realizando  un  agrupamiento  no‐supervisado, 
observamos que la clasificación de los sub‐grupos A y B se mantenía y que la línea MDA‐MB 436 
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2.9.  ESTUDIO  DE  ALTO  NIVEL  DE  LAS  FIRMAS  MOLECULARES  ASOCIADAS  A  LOS  
TUMORES  BRCA1 
Para comprender mejor las firmas moleculares identificadas en los dos grupos de tumores 
BRCA1  y  su  posible  papel  en  la  tumorigenesis,  las  analizamos  en  un  contexto  de  red  de 
interacciones  de  proteína‐proteína  humanas  que  llamaremos  red  de  interacción.  Este  análisis 
mostró que muchas proteínas codificadas por estas  firmas moleculares estaban  incluidas en un 
componente más grande constituido por 235 nodos o proteínas y  523 interacciones (Figura 20), 
























Para  determinar  las  relaciones  exactas  entre  las mismas,  se  calcularon  las  distancias mínimas 
entre proteínas codificadas por las Listas #1 y #2 y se compararon con la distribución completa de 
las distancias mínimas  en  el  componente  global.  Las distancias mínimas  identificadas  entre  las 
firmas moleculares eran más pequeñas que  aquellas del  componente  global  (Mann‐Whitney U 
test P‐valor < 0.001), lo que refuerza la posible existencia de relaciones dinámicas.  
Con el objetivo de analizar  la asociación  funcional entre  las  firmas moleculares #1 y #2, 
evaluamos  las  terminologías  representadas  de  los procesos  biológicos  de GO  en  sus  proteínas 
vecinas  (proteínas  que  interaccionan  directamente  con  cada  una  de  las  firmas  y  excluyendo 
proteínas que pertenecen a cualquiera de  las firmas estudiadas) (Tabla 6). Este análisis confirmó 
la sobre‐representación previamente observadas de ciertos procesos biológicos en las Listas #1 y 
#2:  la Lista #1 presentó una sobre‐representación de proteínas vecinas  involucradas en  la Vía de 
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3.  CARACTERIZACIÓN  DE  LOS  TUMORES  BRCAX 
3.1.  LA  CLASIFICACIÓN  NO‐SUPERVISADA  DE  LOS  TUMORES  BRCAX  REVELA  LA  
EXISTENCIA  DE  AL  MENOS  DOS  GRUPOS 
Para  definir  los  posibles  subgrupos  representados  dentro  de  los  tumores  BRCAX, 
realizamos como primer paso un análisis de descubrimiento de clases (class discovery). Para ello, 
aplicamos un proceso de  re‐muestreo  en el  grupo de 14  tumores BRCAX, usando el programa 
Gene Pattern 2.0 con el objetivo de obtener la clasificación más robusta basada en los niveles de 

















































BX129  BX94  BX94  S606  BX132  S613 
BX67  BX77  S43  S51  BX129  S595 
BX264  BX76  S46  S495  BX248  S604 
BX47  BX87  BX76  S42  BX264  S573 
BX132  BX74  BX87  S50  BX9  S594 
BX134  BX75  S531  S568  S555 
BX9  BX74  BX67  S561 
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3.2.  GENES  DIFERENCIALMENTE  EXPRESADOS  ENTRE  LOS  GRUPOS  BRCAX‐A  Y  BRCAX‐
B. 
Utilizamos la herramienta bioinformatica Pomelo II (http://pomelo2.bioinfo.cnio.es/) para 
establecer  los  genes  más  diferencialmente  expresados  entre  los  grupos  BRCAX‐A  y  BRCAX‐B, 
responsables  de  la  separación  de  las  dos  clases.  Se  realizaron  dos  análisis  utilizando  distintos 
umbrales  de  FDR.  Primero,  aplicando  una  FDR  <0.15  obtuvimos  una  lista  de  142  genes  (Tabla 
suplementaria  S4)  los  cuales  fueron  analizados  usando  IPA  buscando  vías  de  señalización 
enriquecidas. Las vías más enriquecidas presentes en el grupo BRCAX‐A, fueron Presentación de 
Antígenos, Modificaciones  Post‐Traduccionales,  Respuesta  Celular  a  Terapias  y  Eliminación  de 




17  genes  cumplieron  estos  criterios  (Tabla  suplementaria  2)  y,  entre  estos,  13  presentaban 
diferencias considerables en cuanto a niveles de ARNm y  fueron considerados para una posible 




3.3.  LOS TUMORES  BRCAX  COMPARTEN  ALGUNAS  SIMILITUDES  CON LOS  TUMORES  
ESPORÁDICOS  
Dado que se ha sugerido que los tumores BRCAX podrían ser similares a los esporádicos a 
nivel  somático62,  realizamos un  análisis  conjunto de  ambos  grupos para  investigar  sus posibles 
similitudes  o  diferencias.  Para  ello,  el mismo  análisis  de  re‐muestreo  fue  realizado  con  los  14 
tumores  BRCAX  pero  ahora  incluyendo  la  serie  de  22  tumores  esporádicos.  Las  36 muestras 
fueron divididas en 4  grupos  (Figura 21B): El primer  grupo estaba  consituido por  seis  tumores 
esporádicos  y  seis  BRCAX  que  representaban  el  grupo  BRCAX‐B  completo  (BX74,  BX75,  BX76, 
BX77,  BX87  y  BX94)  definido  en  el  análisis  previo;  el  segundo  se  constituyó  básicamente  de 
tumores esporádicos  (seis muestras,  luego  llamadas SPO‐2) e  incluía dos  tumores BRCAX  (BX47 
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estaba  formado  por  tumores  esporádicos  (diez  muestras,  luego  llamadas  SPO‐3)  y  un  tumor 
previamente clasificado como BRCAX‐A (BX143). 
Es  interesante que en  este  análisis,  los  grupos previamente definidos  como BRCAX‐A  y 
BRCAX‐B  se mantuvieron  como  grupos  distintos  casi  de  la misma  forma  que  antes,  aunque  el 
grupo BRCAX‐B resultó ser similar a uno de los grupos de tumores esporádicos (SPO‐1), mientras 
que la mayoría de los tumores BRCAX‐A permanecieron como un grupo homogéneo y distinto al 




3.4.  LOS FENOTIPOS  DEL  CÁNCER  DE  MAMA  ENTRE  LOS  SUB‐GRUPOS BRCAX  Y  
ESPORÁDICOS  
Se  sabe desde el año 2000 cuando Perou et al., publica  la  lista de genes capaz de  sub‐
estratificar los tumores de mama esporádicos133, que el cáncer de mama no puede ser abordado 
como una única entidad biológica, dado que cada sub‐grupo – o fenotipo descrito se asocia a un 
comportamiento  biológico  distinto.  Con  el  objetivo  de  saber  si  los  grupos  identificados  en  el 
análisis  de  re‐muestreo  de  las  clases  de  tumores  esporádicos  y  familiares  estaban  solamente 





los  cuales  habían  sido  previamente  clasificados  como  de  fenotipo  basal  (ver  apartado  2.1  de 
resultados),  para  asegurar  que  este  último  estuviera  representado  y  la  clasificación  fuera más 
robusta. Utilizando los 38 genes incluidos en el PAM50 presentes en nuestro microarray (76%) de 
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Figura  22. Agrupamiento  jerárquico  no‐supervisado  utilizando  los  genes  que mejor  clasifican  los  tumores  de mama 
según los distintos fenotipos moleculares (PAM50) utilizando las muestras BRCA1, BRCAX y esporádicas. 
 
Antes de nada, es  importante  recalcar que  los mismos  tumores BRCA1 que habían  sido 
definidos como basales anteriormente (ver apartado 2.1 de resultados) fueron clasificados de  la 
misma manera con PAM50,  lo cual confirmó nuestros  resultados previos.   Por otra parte,  los 5 
tumores  BRCA1  que  en  el  análisis  anterior  fueron  clasificados  simplemente  como  no‐basales, 
resultaron ser Luminales A al utilizar la lista más específica de genes PAM50. Esta clasificación no 
se había llevado a cabo en los análisis previos de los tumores BRCA1 porque en ese momento  no 
se  habían  publicado  la  lista  PAM50.  En  cuanto  al  resto  de  los  tumores,  solamente  tres  
esporádicos, dos de los cuales eran triple‐negativos por IHQ (Tabla 4) resultaron tener un fenotipo 
basal.  
La mayoría  de  los  tumores  esporádicos  y  todos  los  tumores BRCAX  fueron  clasificados 
como Luminales: casi todos los tumores BRCAX‐A fueron clasificados como Luminales A mientras 








más homogéneo en el re‐muestreo  (SPO‐3)  (Figura 21B)  fue mayoritariamente clasificado como 
Luminal A (Figura 22). Es importante resaltar que los grupos BRCAX‐A y SPO‐3, ambos clasificados 
como  diferentes  y  homogéneos  en  el  re‐muestreo  utilizando  el  total  de  genes  (6,735),  eran 
similares  al  nivel  de  fenotipo  (Luminal  A)  definido  a  través  del  PAM50.  Los  seis  tumores 
esporádicos que habían sido clasificados como SPO‐2 en el re‐muestreo, presentaron una elevada 
heterogeneidad en relación a su fenotipo: dos de los tumores (S568 y S495) se clasificaron como 
basales mientras que  los  tumores S42 y S50  como  Luminales B. Finalmente, entre  los  tumores 
Luminales,  había  un  grupo  pequeño  de  tumores  que  no  presentaban  un  fenotipo  claro, 
incluyendo las muestras esporádicas S606 y S51; BX47 y BX67 (no incluidos en los grupos A o B) y 
el tumor BRCAX‐A, BX129.   Aunque no hayamos podido asignar un fenotipo definido para estos 
tumores,  el  grupo  al  cual  presentaron  más  cercanía  de  ramas  en  el  clustering  fue  el  de  los 
Luminales A. 
 














No  obstante,  no  hemos  sido  capaces  de  establecer  una  correlación  entre  los  datos 
obtenidos  con  los  perfiles  de  expresión  génica  y  los  datos  obtenidos  con  el  estudio 
inmunohistoquímicos.  Esto  se  puede  deber  a  una  correlación  no  exacta  entre  la  expresión  de 
Resultados 
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3.6.  FONDO GENÉTICO DE  LOS  TUMORES  BRCAX‐A  “MÁS  ALLÁ”  DEL  SUBTIPO  
MOLECULAR  
De los resultados expuestos en los tres apartados anteriores, llegamos a la conclusión de 
que, si bien  los tumores BRCAX eran similares a  los esporádicos a nivel de fenotipos, uno de  los 
grupos,  el BRCAX‐A, presentaba un  fondo  genético que  lo hacía diferente  al  resto de  tumores 
cuando realizabamos el análisis de remuestreo con los 6,735 genes. 




SPO‐3,  que  representaba  el  grupo  de  tumores  más  similar  al  nivel  fenotípico  pero  diferente 






análisis  de  enriquecimiento,  buscando  vías  generales  que  pudieran  ser  responsables  de  las 
diferencias genéticas entre los tumores familiares y esporádicos. Interacción y señalización célula 
a  célula,  crecimiento  y  proliferación  celular,  ciclo  celular  y  muerte  celular  encabezaron  las 
funciones más alteradas dentro del grupo BRCAX‐A. 
Además, para verificar el comportamiento de estos genes a  lo  largo de  todas  las clases 
tumorales  y  comprobar  si  este  patrón  de  expresión  era  específico  de  los  tumores  BRCAX‐A, 
realizamos un análisis no supervisado incluyendo todos los tumores utilizados para el análisis con 
PAM50, según el valor de expresión de los 157 genes (Figura 23). Sorprendentemente, vimos que 
los tumores BRCAX‐A, se agrupaban con  la mayoría de  los  tumores BRCA1‐independientemente 
Resultados 
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Figura  24.  La Vía  de  Susceptibilidad BRCAX,  donde  se  representan  los  21  genes  obtenidos  a  través  de  la  expresión 
diferencial entre  los grupos BRCAX‐A y SPO‐2,  cargados en el programa  IPA Path Design observándose una estrecha 
relación entre estos genes y aquellos pre‐establecidos en la vía molecular del gen BRCA1 
 
Por otro  lado, analizamos  los niveles de  interacción entre estos 157 genes a  través del 
programa IPA, con la herramienta Path Design, la cual nos permite ubicar y conectar los genes en 
rutas  canónicas.  De  esta  forma  fuimos  capaces  de  establecer  lo  que  llamamos  “La  Vía  de 
Susceptibilidad  BRCAX”,  donde  21  de  los  146  genes  que  pudieron  ser  ubicados  (15%  )  se 
conectaba, directamente, a  la vía molecular “Papel de BRCA1 en  la Respuesta al Daño al ADN” 
previamente establecida por el programa IPA y corroborando la agrupación encontrada del grupo 
BRCAX‐A con  los tumores BRCA1. Examinando a fondo  las  interacciones funcionales entre  los 21 
genes  de  nuestra  firma  a  la  vía  molecular  pre‐establecida,  se  observó  una  red  clara  de 
activación/interacción/represión  que  se  conectaba  directamente  a  BRCA1  o  que  dependía  de 
Resultados 
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1.  EL  TRANSCRIPTOMA  DE  LOS  TUMORES  DE  MAMA HEREDITARIOS 
El  desarrollo  tecnológico  experimentado  en  los  últimos  años  con  los  microarrays  de 
expresión,  que  permiten  el  análisis  de miles  de  genes  a  la  vez  en  un  solo  experimento,  han 
permitido profundizar en el conocimiento de  la biología molecular de  los  tumores. El cáncer de 
mama  en  concreto  ha  sido  uno  de  los  más  estudiados  y  sobre  los  que  más  trabajos  de 
investigación  se  han  publicado,  tratando  de  conocer  en  detalle  los  genes  implicados  en  su 
desarrollo.  
Uno de los primeros descubrimientos clave en cáncer de mama utilizando la tecnología de 
microarrays  de  DNA,  fue  la  clasificación  de  estos  tumores  en  grupos  previamente  no 
reconocidos11. Sobre un total de 40 tumores de mama esporádicos y utilizando un microarray de 
cDNA,  los autores  identificaron  tres grupos biológicamente distintos dentro de  los  tumores ER‐
negativos,  que  definieron  como:  tumores  con  fenotipo  basal  (basal‐like),  tumores  ERBB2  (con 
expresión de ERBB2 y varios genes cercanos); y tumores con fenotipo de mama normal (normal‐
breast‐like), que expresaban genes de células adiposas y otras células de origen no epitelial. Los 
tumores  ER‐positivos,  clasificados  como  un  solo  grupo  en  el  trabajo  original,  fueron 





Se  sabe  mucho  menos  con  respecto  al  cáncer  de  mama  hereditario,  siendo  las 
publicaciones escasas.  En 2001, Hedenfalk publicó un trabajo describiendo diferencias a nivel del 
perfil de expresión, entre  los  tumores de pacientes con mutación germinal en BRCA1 y   BRCA2 
utilizando un microarray de  cDNA; en este  trabajo  se  identificaron 176 genes diferencialmente 
expresados entre los dos grupos, si bien el análisis se realizó tan sólo con 7 y 8 tumores asociados 
a mutaciones germinales en BRCA1 y BRCA2  respectivamente59.   En el caso de  tumores BRCAX, 
hasta  el momento  solamente  se  ha  publicado  un  trabajo60,  en  el  que  el  análisis  del  perfil  de 
expresión de 16 tumores, utilizando de nuevo un microarray de cDNA, sugería que este grupo es 
genéticamente heterogéneo.  Los  resultados obtenidos  en  estos  trabajos,  aunque de  indudable 
interés,  no  han  sido  validados  en  otras  series  independientes,  paso  obligatorio  de  cara  a  la 
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Dada  la  escasez  de  estudios  que  caracterizen  los  tumores  hereditarios  son  necesarias 
otras  aproximaciones.  Además  de  conocer  los  genes  alterados  en  este  grupo  de  tumores,  es 
importante que se conozca la relación entre ellos y sus productos, abordaje que todavía no se ha 
llevado  a  cabo.  Nuestro  trabajo    representa    el  tercer  análisis  de  expresión,  enfocado 
específicamente al estudio de los tumores de mama hereditarios BRCA1, BRCA2 y BRCAX. 





BRCAX, ya que es probable que no sea una única alteración germinal  la que explique  todos  los 
casos,  si no más bien una combinación de variantes, que puede  ser distinta en diferentes  sub‐
grupos  de  tumores BRCAX.  Por  otro  lado,  ya  se  había  descrito  que  a  nivel  genómico  el  grupo 
BRCAX  presentaba  heterogeneidad68,  113,  114. Nos  sorprendió más  el  hallazgo  en  el  caso  de  los 
tumores BRCA1 y BRCA2, ya que en estos sí existe una mutación germinal concreta en un gen de 
alto  riesgo,  que  es  común  a  todos  los  tumores  dentro  de  cada  uno  de  los  grupos.  Los  datos 
iniciales  indicaron una  fuerte  influencia del estatus del RE en  la generación de  los grupos,  tal y 
como ocurre en el cáncer de mama esporádico y que también había sido propuesto por Melchor 
et al., a través de los arrays de CGH114 en tumores de mama hereditarios. En su trabajo, describe 
los  patrones  de  aberraciones  cromosómicas  según  el  estatus  de  este  receptor,  encontrado  un 
mayor número de alteraciones en aquellos tumores que reprimían  la expresión proteica del RE. 
Más adelante, discutiremos la influencia de la expresión génica del RE en los grupos encontrados 
además  de  su  relación  con  los  fenotipos moleculares  establecidos  para  los  tumores  de mama 
esporádicos. 
La  heterogeneidad  a  nivel  somático  que  presentaba  cada  uno  de  los  grupos,  no  nos 
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2.  CARACTERIZACIÓN  DE  LOS  TUMORES  BRCA1:  EL  FENOTIPO  BASAL COMO  
DISCRIMINADOR  PRINCIPAL 





Veer    y  colaboradores175,  se utiliza  el perfil de expresión  (técnica goldstandard para definir  los 
fenotipos) para clasificar  18 tumores BRCA1, en este caso todos con fenotipo basal.  
En  nuestra  serie  de  14  tumores  BRCA1,  tras  un  primer  análisis  no‐supervisado, 
observamos dos grupos bien diferenciados en base a  su perfil global de expresión,  claramente 
mediado por  la expresión del gen que codifica para el receptor de estrógenos, ESR1. El sesenta 
por  ciento  de  los  tumores  analizados  presentaron  niveles  reducidos  o  indetectables  de  ESR1 
(tumores  BRCA1  ESR1‐negativos)  y  sobre‐expresaron  genes  típicamente  encontrados  en  los 
tumores del fenotipo basal, mientras que el resto de los tumores presentaron sobre‐expresión del 
gen ESR1 y presentaron un perfil no‐basal. Aunque nuestra serie de  tumores sea  relativamente 
pequeña,  los  resultados  están  dentro  del  rango  descrito  en  otras  series,  en  las  cuales  el 




series  de  tamaño  similar,  en  nuestro  estudio  solo  el  60%  de  los  tumores  BRCA1  presentan 
fenotipo  basal,  mientras  que  en  el  de  van´t  Veer  el  porcentaje  es  prácticamente  del  100%. 
Todavía no se sabe porqué algunos tumores BRCA1 evolucionan hacia un fenotipo basal y otros 
no, pero una hipótesis es que podría depender del  tipo de mutación germinal y por  lo  tanto el 
porcentaje podría variar entre poblaciones.  
En cualquier caso, es  importante profundizar en este campo, debido a  las repercusiones 




utilizadas  de manera  rutinaria  en  el  tratamiento  del  cáncer  de mama.  También,  el  diseño  de 
Discusión 
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2.1.  FIRMAS  MOLECULARES  ASOCIADAS  A  LOS TUMORES  BRCA1 
Además de la clasificación global por ESR1 o por marcadores basales, este estudio revela 
una complejidad extra de  los  tumores BRCA1. El enriquecimiento en genes  relacionados con  la 
transcripción dependiente de ADN, ciclo celular y directa o  indirectamente regulados por RE fue 




56  tumores de mama esporádicos RE‐positivos,  reveló un grupo de  tumores con una  represión 
significativa  de  genes  involucrados  en  ciclo  celular175  (Figura  19)  que  no  presentaban 
angioinvasión  o metástasis. Uno  de  los  genes  sobre‐expresados  en  la  Lista  #1, miembro  de  la 
familia  EGFR,  fue  ERBB383.  En  un  estudio  reciente,  Lee  et  al.96  analizó  378  tumores  de mama 




favorable, puede  indicar que  los  tumores BRCA1 que no  son basales  también puedan  tener un 
mejor pronóstico dentro de  los  tumores ER positivos. Posteriormente pudimos  comprobar que 
nuestros  tumores BRCA1 no basales,  tenían  fenotipo Luminal A, que  se ha descrito como el de 
mejor pronóstico dentro de  los fenotipos moleculares y con represión de genes  involucrados en 
ciclo celular y proliferación156.  
Dos  de  los  31  genes  más  diferencialmente  entre  las  Listas  #1  y  #2,  cuya  expresión 
diferencial fue validada en una serie de tumores BRCA1 independiente (ver apartado 1.1.2) fueron 
MMP7 y CD133. MMP7, pertenece a una  familia de, al menos, once enzimas  involucradas en  la 
remodelación tanto del tejido normal como neoplásico, y su sobre‐expresión ha sido asociada con 
la capacidad de  invasión en distintos tipos de tumores31, 100, 139. La sobre‐expresión de MMP7 en 
los  tumores  BRCA1  ESR1‐negativos  podría  relacionarse  con  un  comportamiento más  agresivo, 
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debido  a  un  incremento  en  el  potencial  de  migración  celular  y  metástasis  a  través  de  la 
degradación de  la matriz extracelular  y  resistencia a  los estímulos apoptóticos31.  La  función de 
CD133, una glicoproteína de membrana,  localizada en  las protrusiones de  la misma, permanece 
aún  sin  elucidar  pero  se  especula  que  puede  participar  en  la  regulación  de  la  topología  de  la 
membrana. Se acepta  la  idea de que niveles altos de CD133 son marcadores de  linajes celulares 
como las células troncales‐like, y la expresión de esta proteína en sangre periférica se correlaciona 
con  metástasis  en  hueso111,  118,  151.  Nuestros  datos  demuestran  que  los  tumores  BRCA1  con 
fenotipo  basal  sobre‐expresan  tanto  ARNm  como  la  proteína  CD133,  apoyando  la  idea  de  un 
posible origen en  las células  troncales en este  tipo de  tumor112 sugiriendo que  los pacientes en 
esta  condición  presentarían  un  pronóstico menos  favorable  que  aquellos  con  niveles  bajos  o 
indetectables11, 57. 
 
2.2.  LA  RESPUESTA  INMUNE   
El  análisis  de  aquellos  genes más  diferencialmente  expresados  en  los  tumores  BRCA1 
ESR1‐negativos  (Lista  #2)  reveló  un  enriquecimiento  de  genes  involucrados  en  la  respuesta 
inmune  además  de  ciclo  celular.  Recientemente,  Teschendorff  et  al.  167  ha  descrito  cinco  sub‐




genes de  la respuesta  inmune y un mejor pronóstico,  independiente de  la  infiltración  linfocítica. 
En el mismo estudio, los autores analizaron la serie de 18 tumores BRCA1 ER‐negativos publicados 
por van’t Veer y colaboradores175, y verificaron que estos presentaban una elevada similitud con la 
clase  de  tumores  esporádicos  con  sobre‐expresión  de  las  firmas  de  Ciclo  Celular  y  Respuesta 
Inmune. 
Este resultado está en concordancia con nuestros hallazgos, y nos llevó a hipotetizar que 
con  la  firma molecular originada  se podría  identificar un  grupo de  tumores  con un pronóstico 
favorable dentro de  los tumores BRCA1 RE‐negativos. Dado que carecíamos de  los datos clínicos 
como  la evolución de  las pacientes  incluídas en nuestro estudio,  llevamos a cabo un análisis del 
comportamiento de la Lista #2 en una serie independiente previamente publicada. Utilizando una 
aproximación similar a  la utilizada para  la Lista #1, analizamos el transcriptoma de  la Lista #2 en 
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los dieciocho  tumores BRCA1 publicados por van’t Veer y colaboradores175 y vimos que cuando 
aplicamos  nuestra  firma  molecular  en  estos  tumores,  las  muestras  se  clasificaban, 
mayoritariamente, según la presencia o de infiltrado linfocíto y ausencia de angioinvasión (Figura 
18). El infiltrado linfocítico es conocido como un factor asociado al pronóstico favorable2, 95, 110, 124, 
144,  y  un  estudio  reciente  publicado  por  Kreike  et  al.  84  centrado  en  los  tumores  de  mama 
esporádicos  triplo‐negativos  (RE,  RP  y  HER2  negativos)  reveló  que  la  supervivencia  libre  de 
metástasis  en  los  5  años  en  pacientes  con  infiltrado  linfocítico  moderado  o  intenso  en  sus 
tumores fue del 88%, bastante más elevado que en aquellos con infiltrado mínimo o ausente. En 
nuestro caso, no fuimos capaces de determinar si la firma molecular podría predecir la evolución 
clínica  de  los  pacientes  independientemente  del  infiltrado  linfocítico,  dada  la  casi  perfecta 
correlación  encontrada  entre  infiltrado  linfocítico  y  ausencia  de  angioinvasión.  Sin  embargo, 
nuestros  resultados  arrojan  evidencias  de  que  la  la  activación  de  genes  responsables  de 
desencadenar  la respuesta  inmune podría  jugar un papel clave en el pronóstico de  las pacientes 
asociadas a tumores BRCA1‐ESR1‐negativo  
 
2.3.  PAPEL  DE  NFKB  EN LA  REGULACIÓN  DE  LAS  FIRMAS  MOLECULARES  ASOCIADAS  
AL  GEN  BRCA1 
Analizando qué posibles factores de transcripción podrían estar controlando estas firmas 
moleculares,  encontramos  que  la  Lista  #2,  obtenida  de  los  tumores  BRCA1  ESR1‐negativos, 
presentaba un enriquecimiento de genes  regulados por el complejo NFkB y  sobre‐expresión de 
dos genes de esta familia, NFkB2 y RELB (Figura 17B). 
El  Factor Nuclear  kappa  B  es  un  factor  de  transcripción  ubicuo  que  coordina  distintos 




activación  de  la  vía  NFkB  ha  sido  relacionada  con  la  evolución  tumoral,  sin  embargo,  se  han 
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2.4.  LA  HETEROGENEIDAD  PRESENTE  DENTRO  DE  LOS  TUMORES  BRCA1  ESR1‐
NEGATIVOS 
Como ya hemos comentado,  la sobre‐expresión de genes  relacionados con  la  respuesta 
inmune fue una de las características intrínsecas de los tumores BRCA1 ESR1‐negativos estudiados 
en  nuestra  serie. Observamos  además  que  según  la magnitud  de  la  sobre‐expresión  de  estos 
genes, los tumores se estratificaban en dos sub‐grupos diferentes (A y B), que también podían ser 
clasificados según los niveles de expresión de los genes del complejo REL/NFkB. Se observó que la 
correlación  se mantenía  también  al  analizar  los  valores  de  expresión  de  genes  diana  de NFkB 
como  los genes  involucrados en apoptosis PYCARD, BCL2A1, CASP4,TRAF1 and TRAF2  12y otros, 
como los involucrados en la cascada de la transcripción y de activación de procesos inmunológicos 
(CCR5, CD48, NFKB2, y RELB).  
Hay  una  discordancia  ampliamente  discutida  a  cerca  de  la  evolución  clínica  de  los 
pacientes portadores de mutación en BRCA14, 17, 39, 45, 74, 142, 145, 163, dado que no todos han confirmado 
una supervivencia disminuida asociada a pacientes con tumores BRCA1 RE‐negativos, lo que sería 
esperado  dada  la  sobre‐representación  del  fenotipo  basal.  Según  nuestros  resultados, 
especulamos que una posible explicación podría  residir en  la existencia de, al menos, dos  sub‐




bajos  de  tránscritos  del  complejo  NFkB  y  sus  genes  diana,  portaban mutaciones  en  la  región 
central  de  BRCA1,  las  cuales  se  piensa  que  activan  el  mecanismo  de  degradación  de  ARNm 
mediado por codón de parada prematuro134 (Nonsense Mediated mRNA Decay, NMD) (Tabla 2), lo 




No  obstante,  un  60%  de  los  tumores  ESR1‐negativos  (grupo  B)  que  presentaban  los 
niveles  más  elevados  de  NFkB2  y  RELB,  poseían  mutaciones    en  BRCA1  que  no  activan  el 
mecanismo NMD,    pudiendo  generar  una  proteína  aberrante  pero  conservando  determinadas 









2.5.  ANÁLISIS  INTEGRADOR  DE  LAS FIRMAS  MOLECULARES  BRCA1 
Realizamos  un  análisis  de  alto  de  nivel  de  las  firmas moleculares  de  BRCA1  utilizando 
datos de  los  sitios de unión  a  factores de  transcripción  y  la  red de  interacciones de proteínas 
humana. Además, examinamos  las  interacciones de  las vías moleculares  involucradas en  los dos 
Listas,  #1  y  #2,  identificadas  para  ESR1‐positivo  y  ESR1‐negativo  y  encontramos  una  fuerte 
correlación con las firmas moleculares anteriormente descritas. Este es el primer estudio de alto 
nivel  de  firmas  moleculares  de  cáncer  de  mama  hereditario  que  se  lleva  a  cabo  y  revela  la 
existencia de, por  lo menos, dos módulos principales: en  la Lista #1, de tumores ESR1‐positivos, 
hemos  confirmado  que  el  RE  es  el  principal  regulador  de  distintos  genes  y  está,  claramente, 
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3.  CARACTERIZACIÓN  DE  LOS  TUMORES  ASOCIADOS  A  BRCAX 




3.1.  LA  EXISTENCIA  DE  SUB‐GRUPOS  BRCAX 
Hemos  visto  que,  basándonos  en  el  transcriptoma  completo  de  estos  tumores  (6,375 
genes),  aquellos  clasificados  como  BRCAX  se  pueden  dividir  en,  al menos,  dos  subgrupos  que 








la  capacidad  de  biosíntesis  de  proteínas  sería  una  de  las  principales  diferencias  entre  las  dos 
clases de  tumores BRCAX descritas. De manera  análoga, modificaciones pos‐traduccionales del 
RNA y síntesis de proteínas son dos de las vías moleculares más representadas cuando analizamos 
las  vías  diferencialmente  enriquecidas  entre  los  dos  grupos  descritos  por  nosotros  (sobre‐




3.2.  LOS TUMORES  BRCAX  SE  CLASIFICAN  SEGÚN  LOS  FENOTIPOS  MOLECULARES  
ESTABLECIDOS  EN  EL  CÁNCER  DE  MAMA  ESPORÁDICO 
Una diferencia clave entre nuestro estudio y el publicado por Hedenfalk y colaboradores, 
es que ellos no analizaron  la presencia de  los  fenotipos moleculares definidos por Perou et al., 
pocos  años  antes.  Posteriormente  se  ha  sugerido,  en  base  a  los  perfiles  genómicos  e 
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inmunohistoquímicos de  los  tumores BRCAX, que  estos podrían  ser  clasificados  en  los mismos 
cinco subtipos intrínsecos que los tumores esporádicos113, 129. 
Por  lo tanto,   no podíamos descartar que  las dos clases de tumores BRCAX encontrados 
por  el  grupo  de  Hedenfalk,  así  como  los  subgrupos  aquí  descritos,  estuviesen  reflejando, 
solamente, los fenotipos moleculares de los tumores de mama. Al analizar el comportamiento de 
nuestra  serie de  tumores BRCAX  con un grupo de 22  tumores esporádicos,  los mismos grupos 






nos  llevó  a  pensar  que  tal  vez  el  grupo  BRCAX‐A  podría  compartir  una  o  varias  alteraciones 
genéticas comunes que los haría diferentes al resto, mientras que el fondo genético responsable 
de  la  susceptibilidad  en  el  grupo  BRCAX‐B,  no  los  haría  distinguibles  de  los  demás  a  un  nivel 
somático. 
 
3.3.  LOS TUMORES  BRCAX  SE  CLASIFICAN  SEGÚN  LOS  FENOTIPOS  MOLECULARES  
ESTABLECIDOS  EN  EL  CÁNCER  DE  MAMA  ESPORÁDICO 
A  pesar  de  lo  comentado  hasta  ahora,  seguíamos  sin  poder  descartar  que  todos  los 
grupos definidos hasta el momento dentro de  los  tumores esporádicos y BRCAX, no estuvieran 
reflejando otra cosa que los distintos fenotipos moleculares. Por ello, nuestro siguiente paso fue 















Por  una  parte  se  confirma  la  hipótesis  de  que  los  tumores  BRCAX  son  similares  a  los 
esporádicos,  en  cuanto  a  que  se  pueden  distribuir  a  lo  largo  de  los  fenotipos  moleculares  




Por  otro  lado,  en  nuestra  serie,  encontramos  que  la  mayoría  de  los  tumores  BRCAX 
presentan  un  fenotipo  luminal  A  o  luminal  B;  esto  no  descarta    que  otros  fenotipos  estén 
representados dentro de  los tumores BRCAX, ya que disponemos de una serie pequeña, pero sí 
sugiere que dentro de los BRCAX podría haber dos grupos con distinta respuesta clínica, como ya 




el análisis de  fenotipos, nos encontramos  con que BRCAX‐B es  similar al grupo de esporádicos 
SPO‐3  tanto  a  nivel  de  fenotipo  como  de  transcriptoma  completo, mientras  que  BRCAX‐A  se 




3.4.  LA  VÍA  DE  SUSCEPTIBILIDAD  BRCAX 
Como  ya  se  ha  expuesto,  la  base  genética  que  explica  la mayoría  de  los  casos  BRCAX 
permanece  aún  sin  explicar  y  en  concreto,  no  se  ha  identificado  ningún  gen  de  alto  riesgo 




BRCAX  identificado  (BRCAX‐B)  así  como  de  los  tumores  esporádicos.  Estas  diferencias  residen 
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BRCA1  a  un  nivel  fenotípico  (fenotipo  basal,  por  ejemplo)  debido  a  la  posible  presencia  de 
mutaciones germinales no  identificadas en BRCA1 o  inactivación bialélica del gen BRCA1 a nivel 
somático68,  113.  En  nuestro  estudio,  utilizando  los  perfiles  de  expresión,  hemos  encontrado  un 
grupo de genes alterados que parecen tener en común los  grupos BRCAX‐A y BRCA1, más allá del 
fenotipo,  que  podrían  reflejar  que  la  alteración  germinal  causante  de  la  susceptibilidad  en  los 
tumores BRCAX‐A, en algún punto, converge con  la vía de BRCA1. Además, 21 de  los 146 (15%) 
genes que pudieron ser analizados en cuanto a sus conexiones funcionales, resultaron tener una 
interacción directa con  la vía   molecular “Papel de BRCA1 en  la Respuesta al Daño al ADN” bien 
por estar ubicados en  la propia via, o bien a  través de  interactores directos de BRCA1 como es 
TP53, Rb o E2F  (Figura 24), constituyendo  lo que hemos denominado “La Vía de Susceptibilidad 
BRCAX”  Algunos de los genes son particularmente interesantes, como MSH4 que está implicado 
en  el  proceso  de  reparación  de  roturas  de  cadena  doble  de  ADN  mediante  recombinación 
homóloga62; FANCG, que es un componente de la vía FA‐BRCA y ha sido descrito como interactor 
directo  de  BRCA2;  o  TFIIE,  el  cual  es  parte  del  complejo  de  la ARN  polimerasa  II  al  igual  que 
BRCA1149 y de cual su expresión ha sido recientemente descrita como regulada por BRCA171. 
La  resolución  de  nuestra  plataforma  no  nos  permite  identificar  genes  concretos 
candidatos a ser analizados como posibles genes de susceptibilidad, pero sí apuntar a una vía de 
señalización, en este  caso  la vía   de BRCA1,  como de  interés para acotar  la búsqueda de  tales 
genes.  Recientemente  se  han  identificado  algunas  variantes  de moderado  riesgo,  que  podrían 
explicar en conjunto hasta un 5% de los casos hereditarios. Son las variantes en los genes CHEK2, 
ATM,  BRIP1/FANCJ  y  PALB2/FANCN.  Es  importante  resaltar  que  todos  estos  genes  están 








1. Hemos encontrado que  cada uno de  los  tres grupos de  tumores de mama hereditarios 
BRCA1, BRCA2 y BRCAX presenta heterogeneidad  intrínseca en cuanto a  las alteraciones 
somáticas moleculares que presentan. Sus perfiles de expresión revelan una complejidad 
mayor  de  la  esperada,  que  no  nos  ha  permitido  identificar  un  grupo  discreto  de 
marcadores que permita distinguir de una forma específica los tres grupos de tumores. 
 
2. Los  tumores  de  pacientes  con mutaciones  germinales  en  el  gen  BRCA1  se  dividen  al 









4. Los  tumores BRCA1  con  fenotipo basal,  se pueden estratificar en otros dos  sub‐grupos 






permitió  profundizar  en  las  bases  moleculares  responsables  de  esta  aparente 
heterogeneidad, pero  es un tema de interés para futuros estudios.  
 
6. Dentro de  los  tumores BRCAX hemos encontrado al menos dos  sub‐grupos distintos en 
base a su perfil  transcripcional, que hemos  llamado BRCAX‐A y BRCAX‐B. Este  resultado 
concuerda con el único análisis de expresión previo realizando en una serie de  tumores 
BRCAX  de  tamaño  similar  y  confirma  que  estos  tumores  son  heterogéneos  a  nivel 
genómico, probablemente porque también lo son a nivel genético. 
 
7. Hemos  clasificado  por  primera  vez  mediante  un  estudio  de  perfil  de  expresión,  los 
tumores  BRCAX  según  los  fenotipos  moleculares  definidos  para  el  cáncer  de  mama 
esporádico. Hemos demostrado que a este nivel,  los  tumores BRCAX y esporádicos  son 
similares. Los tumores BRCAX‐A fueron clasificados mayoritariamente como  luminales A, 





luminal  A  solo  a  nivel  de  fenotipo,  existiendo  en  este  grupo  alteraciones  genómicas 
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YWHAH  Tyrosine  3‐monooxygenase/tryptophan  5‐monooxygenase  activation  protein,  eta  1.4095E‐04 
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ABCG1  ATP‐binding cassette, sub‐family G (WHITE), member 1  0.1079064  ‐3.814896 
ADA  Adenosine deaminase  0.0764767  ‐4.463832 
AFF4  AF4/FMR2 family, member 4  0.1062399  3.859414 
AICDA  Activation‐induced cytidine deaminase  0.1023465  3.936944 
AK5  Adenylate kinase 5  0.0764767  4.466038 
ALG2  Asparagine‐linked  glycosylation  2  homolog  (S.  cerevisiae,  alpha‐1,3‐
mannosyltransferase) 
0.0833053  ‐4.323372 
AMDHD1  Amidohydrolase domain containing 1  0.1055646  ‐3.873075 
AP2M1  Adaptor‐related protein complex 2, mu 1 subunit  0.0949728  4.110856 
ARF3  ADP‐ribosylation factor 3  0.1040332  3.899809 
ARFIP2  ADP‐ribosylation factor interacting protein 2 (arfaptin 2)  0.1023465  3.974909 
AUH  AU RNA binding protein/enoyl‐Coenzyme A hydratase  0.0748331  4.517449 
AVIL  Advillin  0.1023465  3.973159 
BCAT2  Branched chain aminotransferase 2, mitochondrial  0.1040332  ‐3.906748 
BRD4  Bromodomain containing 4  0.0876902  ‐4.231953 
C13orf7  Chromosome 13 open reading frame 7  0.1040332  3.890252 
C15orf15  Chromosome 15 open reading frame 15  0.0748331  4.604988 
C2orf37  Chromosome 2 open reading frame 37  0.0833053  4.315478 
CALR  Calreticulin  0.1040332  3.91575 
CBARA1  Calcium binding atopy‐related autoantigen 1  0.0748331  ‐4.616215 
CCNG2  Cyclin G2  0.0748331  4.592795 
CD34  CD34 molecule  0.08917  4.193976 
CDH2  Cadherin 2, type 1, N‐cadherin (neuronal)  0.1040332  ‐3.887868 
CDKL2  Cyclin‐dependent kinase‐like 2 (CDC2‐related kinase)  0.0890663  4.207418 
COL11A2  Collagen, type XI, alpha 2  0.0539835  5.286217 
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COPG2  Coatomer protein complex, subunit gamma 2  0.0748331  4.574808 
CRIP1  Cysteine‐rich protein 1 (intestinal)  0.0582299  ‐5.052083 
CRYAB  Crystallin, alpha B  0.0766411  4.441608 
CSF2RA  Colony  stimulating  factor  2  receptor,  alpha,  low‐affinity  (granulocyte‐
macrophage) 
0.0748331  4.559798 
CTBS  Chitobiase, di‐N‐acetyl‐  0.1023465  ‐3.981778 
CTH  Cystathionase (cystathionine gamma‐lyase)  0.0833053  ‐4.325584 
CYB5R3  Cytochrome b5 reductase 3  0.1040332  3.90808 
CYP2A7  Cytochrome P450, family 2, subfamily A, polypeptide 7  0.0275286  5.958886 
DCAKD  Dephospho‐CoA kinase domain containing  0.1040332  3.891744 
DKFZP564O    0.0533289  5.333232 
DKFZp761E    0.0974534  ‐4.043734 
DLEU1  Deleted in lymphocytic leukemia, 1  0.0845872  ‐4.285216 
DSC2  Desmocollin 2  0.0206601  6.33418 
DUSP12  Dual specificity phosphatase 12  0.0206601  6.228419 
DUSP6  Dual specificity phosphatase 6  0.1023465  3.949143 
DYNC1H1  Dynein, cytoplasmic 1, heavy chain 1  0.0718909  ‐4.727195 
EBP    0.089454  ‐4.178884 
ELF2  E74‐like factor 2 (ets domain transcription factor)  0.0742954  4.654828 
ELL  Elongation factor RNA polymerase II  0.1088304  3.806394 
ENG  Endoglin (Osler‐Rendu‐Weber syndrome 1)  0.0206601  6.408975 
EPHB3  EPH receptor B3  0.0876902  4.229632 
FER1L3  Fer‐1‐like 3, myoferlin (C. elegans)  0.0950525  ‐4.07648 
FGFR2  Fibroblast growth factor receptor 2  0.070443  4.790793 
FLJ32810  Hypothetical protein FLJ32810  0.0206601  6.360957 
FRS2  Fibroblast growth factor receptor substrate 2  0.0742954  4.660885 
FTSJ1  FtsJ homolog 1 (E. coli)  0.0890663  ‐4.213872 
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GHR  Growth hormone receptor  0.1023465  ‐4.006668 
GLG1  Golgi apparatus protein 1  0.0582299  ‐5.084468 
GLRX5  Glutaredoxin 5  0.1040332  ‐3.903654 
GNG3  Guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 3  0.0748331  4.532257 
GNPDA1  Glucosamine‐6‐phosphate deaminase 1  0.1091064  ‐3.801179 
GPR4  G protein‐coupled receptor 4  0.1023465  3.969618 
GRK4  G protein‐coupled receptor kinase 4  0.0041409  8.463639 
GRM7  Glutamate receptor, metabotropic 7  0.0748331  4.513033 
GSPT1  G1 to S phase transition 1  0.0533289  ‐5.335919 
GSTA2  Glutathione S‐transferase A2  0.0833053  4.308646 
GUF1  GUF1 GTPase homolog (S. cerevisiae)  0.0733579  ‐4.688186 
HAO1  Hydroxyacid oxidase (glycolate oxidase) 1  0.0137326  ‐6.990612 
HECTD1  HECT domain containing 1  0.0448876  ‐5.530808 
HIST1H2AC  Histone cluster 1, H2ac  0.1062399  ‐3.85038 
HIST1H4C  Histone cluster 1, H4c  0.1040332  ‐3.921708 
HNRPH2  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2 (H')  0.070443  4.800865 
HOXB2  Homeobox B2  0.0901203  ‐4.162174 
HSPC159  Galectin‐related protein  0.0950525  4.078626 
IL11RA  Interleukin 11 receptor, alpha  0.1073145  3.833651 
IL17RA  Interleukin 17 receptor A  0.1070147  3.839189 
IPO9  Importin 9  0.070443  ‐4.858249 
ITGAE  Integrin,  alpha  E  (antigen  CD103,  human mucosal  lymphocyte  antigen  1; 
alpha polypeptide) 
0.0533289  ‐5.326649 
KIAA0157  KIAA0157  0.1023465  ‐3.983614 
KIAA1128  KIAA1128  0.0427705  ‐5.638009 
KIAA1394  KIAA1394 protein  0.0748331  4.532933 
KISS1R  KISS1 receptor  0.070443  4.844635 
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LEMD3  LEM domain containing 3  0.0582299  5.071304 
LOC346887  Similar  to  solute  carrier  family  16  (monocarboxylic  acid  transporters), 
member 14 
0.0206601  6.214677 
LOC400986  Protein immuno‐reactive with anti‐PTH polyclonal antibodies  0.0803895  ‐4.367797 




LSM8  LSM8 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S. cerevisiae)  0.08917  4.193551 
LYPLA3  Lysophospholipase 3 (lysosomal phospholipase A2)  0.0895642  ‐4.171866 
MAPKAPK2  Mitogen‐activated protein kinase‐activated protein kinase 2  0.1023465  3.955407 
MIB1  Mindbomb homolog 1 (Drosophila)  0.0764767  4.456114 
MRPL34  Mitochondrial ribosomal protein L34  0.0913197  ‐4.148667 
MUS81  MUS81 endonuclease homolog (S. cerevisiae)  0.0582299  ‐5.116473 
MUSK  Muscle, skeletal, receptor tyrosine kinase  0.0748331  4.588842 
NAALADL2  N‐acetylated alpha‐linked acidic dipeptidase‐like 2  0.1079064  3.817864 
NDE1  NudE nuclear distribution gene E homolog 1 (A. nidulans)  0.0733579  ‐4.69172 
NNAT  Neuronatin  0.1023465  3.950441 
NONO  Non‐POU domain containing, octamer‐binding  0.1023465  3.958353 
NOTCH2  Notch homolog 2 (Drosophila)  0.1062399  3.847191 
NRK  Nik related kinase  0.0950525  ‐4.087367 
NTRK2  Neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2  0.0876902  4.241045 
NUP214  Nucleoporin 214kDa  0.0748331  ‐4.617501 
NUP62  Nucleoporin 62kDa  0.0852556  ‐4.273529 
OCA2  Oculocutaneous albinism II (pink‐eye dilution homolog, mouse)  0.0206601  6.191938 
PA2G4  Proliferation‐associated 2G4, 38kDa  0.1055646  ‐3.87138 
PCGF5  Polycomb group ring finger 5  0.0718909  ‐4.747983 
PDCD5  Programmed cell death 5  0.0819286  ‐4.349087 
PDXK  Pyridoxal (pyridoxine, vitamin B6) kinase  0.0043743  8.133241 
Material Suplementario 
 
212 | P á g i n a  
 
PIK3R3  Phosphoinositide‐3‐kinase, regulatory subunit 3 (p55, gamma)  0.1023465  3.960116 
PPP1CB  Protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta isoform  0.0448876  5.554793 
PRDM4  PR domain containing 4  0.0951769  ‐4.062166 
PRPS1  Phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 1  0.0951769  4.063192 
PRSS1  Protease, serine, 1 (trypsin 1)  0.0845872  ‐4.291659 
RAB14  RAB14, member RAS oncogene family  0.094758  ‐4.122114 
RAD52  RAD52 homolog (S. cerevisiae)  0.1023465  3.952227 
REXO2  REX2, RNA exonuclease 2 homolog (S. cerevisiae)  0.070443  4.782796 
RFXAP  Regulatory factor X‐associated protein  0.1079064  3.824194 
RHBDF2  Rhomboid 5 homolog 2 (Drosophila)  0.0876902  ‐4.236467 
RPP21  Ribonuclease P/MRP 21kDa subunit  0.0766411  ‐4.436985 
RPRM  Reprimo, TP53 dependent G2 arrest mediator candidate  0.0949728  4.105726 
RSF1  Remodeling and spacing factor 1  0.0582299  ‐5.102088 
S100A2  S100 calcium binding protein A2  0.0718909  4.739275 
SAAL1  Serum amyloid A‐like 1  0.070443  4.884014 
SAPS1  SAPS domain family, member 1  0.1079064  ‐3.816724 
SCP2  Sterol carrier protein 2  0.0803895  4.391894 
SEC61B  Sec61 beta subunit  0.0539835  ‐5.261841 
SFRP2  Secreted frizzled‐related protein 2  0.0041409  8.402178 
SFRS11  Splicing factor, arginine/serine‐rich 11  0.070443  ‐4.816392 
SFRS4  Splicing factor, arginine/serine‐rich 4  0.0950525  ‐4.086226 
SFRS9  Splicing factor, arginine/serine‐rich 9  0.0748331  ‐4.542641 
SLTM  SAFB‐like, transcription modulator  0.0137326  ‐7.043181 
SNAP25  Synaptosomal‐associated protein, 25kDa  0.0803895  ‐4.377514 
SPRYD5  SPRY domain containing 5  0.0582299  5.141603 
SPTLC1  Serine palmitoyltransferase, long chain base subunit 1  0.1023465  3.947398 
SQLE  Squalene epoxidase  0.0950525  ‐4.073904 
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SSBP3  Single stranded DNA binding protein 3  0.1062399  3.857553 
STK24  Serine/threonine kinase 24 (STE20 homolog, yeast)  0.0748331  ‐4.506132 
SYNC1  Syncoilin, intermediate filament 1  0.1023465  ‐3.937412 
SYNJ2BP  Synaptojanin 2 binding protein  0.070443  ‐4.885891 
TEF  Thyrotrophic embryonic factor  0.0803895  4.368307 
TLX1  T‐cell leukemia homeobox 1  0.1062399  ‐3.854981 
TMEM23    0.0540763  5.234119 
TP53I3  Tumor protein p53 inducible protein 3  0.070443  4.851879 
UBE2M  Ubiquitin‐conjugating enzyme E2M (UBC12 homolog, yeast)  0.0893625  4.185864 
USP10  Ubiquitin specific peptidase 10  0.1023465  ‐3.938246 
USP22  Ubiquitin specific peptidase 22  0.0206601  6.359767 
WBP1  WW domain binding protein 1  0.0021516  9.884198 
ZNF182  Zinc finger protein 182  0.0764767  4.479983 
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ARTÍCULO  ORIGINADO DE  LA  TESIS  
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COLABORACIONES  EN  OTRAS  PUBLICACIONES 
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